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AMP : adenosina 3''5'monofosfato.
BSA : Albumina bovina.
EOTA : Acido etilendiamino tetraacdtico 
GIP : PdptidG inhibidor gdstrico,
GLI : Inmunoreactividad semejante al glucagdn. 
IRG : Glucagdn inmunoreactivo.
POPOP : 1,4 bis 2-(5-feniloxazclil)-bencena 
PPG : 2,5 difanil oxazol.
TCA : Acido tricloroacdtico.
TRIS : Tris - ( hidroximetil ] - aminometano. 
VIP : Pdptido intestinal vasoactive.
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I N T R O D U C C I O N
1.- ANTECEDENTES HISTORICOS
Durante raucha tiempo los anatomlstas reconocieron al pdn- 
creas como uno de los drganos principales,pero los comparativamente 
diminutos ”islotes”8ndocrinos no fueron descubiertos hasta 1869 por 
Langerhans. El primer estudio importante sobre la génesis embriold- 
gica de los tejidos pancredticos endocrino y exocrino fue realizedo 
en 1893 por Laguesse ( LAGUESSE,1893 ),el cual concluyd que los dos 
tejidos tienen un origen epitelial comdn en lugar del origen raesen- 
quimatoso propuesto por Hansemann en 1894. Numerosos estudios des­
criptives realizados posteriorraente han conducido al descubrimien- 
to de los tipos celulares présentes en los islotes y de las hormo­
nas segregadas por ellos.
Los esfuerzos realizados para purificar y caracterizar la 
insuline condujeron a la observacidn de que los extractos pancred­
ticos produclan,en perros pancreatectomizados,une respuesta hiper- 
glucdmica inicial. Un ano despuds Kimbal y Murlin ( KIMBAL y MURLIN, 
1924 ) llaraaron '‘glucagdn”,o movilizador de glucosa.a este factor hi- 
perglucdmico.
A partir de entonces,otros investigadores aportaron nuevas 
evidencias de la accidn glucogenolltica del glucagdn y realizaron los 
priraeros intentes para purificar e identificar este components.
En 1953 Staub y col ( STAUB y col.,1953 ) obtuvieron - 
glucagdn porcino cristalino a partir de una fraccidn pancredtiea.
El glucagdn bovine fue aislado por un mdtodo similar. En 1956 Bro- 
mer y col. ( BRGMER y col.,1956 ) publicaron los resultados de sus 
investigaciones relatives a la elucidacidn de la estructura prima— 
ria del glucagdn y propusisron que era un oligopdptido lineal de - 
29 residues aminodcidos con la siguiente secuencia :
3.
H^N — His — Ser — Gin — Gly — Thr — Phe — Thr — Ser — Asp — Tyr —
Ser - Lys - Tyr - Leu - Asp - Ser - Arg - Arg - Ala - Gin - Asp -
Phe - Val - Gin - Trp - Leu - Met - Asn - Thr - COOH
En 1967 WtSnsh y col ( WUNSH y col., 1967 ) describieron la
sfntesis qufmica compléta del glucagdn y mostraron que este material 
sintdtico posefa la misma composicidn de aminodcidos y unas caracte- 
risticas fisioldgicas e inmunoldgicas semejantes a la hormona Huma­
na y porcina.
El glucagdn porcino,al igual que al huraeno y bovino,es un 
polipdptido de cadena dnica con 29 residues aminodcidos y con un pe­
so molecular de 3485, La composicidn de aminodcidos,forma de crista- 
lizar y comportamiento electrofordtico del glucagdn de conejo,camello 
y rata indican su identidad con la hormona porcina. Se ha podido tara- 
bidn aislar glucagdn a partir de aves [ pato,pave y polio ) y de pe- 
ces ( rape y tiburdn ),poseyendo la hormona de todos ellos el mismo 
ndmero de aminodcidos que el glucagdn porcino y siendo la hormonaz- 
del rape la que rads difiere en su estructura primaria del glucagdn - 
porcino,seguido por la del tiburdn y por dltimo la de aves cuya se­
cuencia es muy similar a la secuencia del glucagdn porcino.
Los cristales de glucagdn pertenecen al sisteraa cdbico, - 
teniendo très ejes de igual longitud con intersecciones en dngulos - 
rectos.
En soluciones acuosas dcidas el glucagdn forma fibrillas y 
geles que se redisuelven a pH 11. La limitada solubilidad acuosa del 
glucagdn y la facilidad de formacidn de fibrillas y cristales son evi­
dencias de que las raoldculas de la hormona tienden a agregarse mucho 
en solucidn.
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En soluciones acuosas diluidas (< Img/ml ) el glucagdn ex­
hibe muy poca,o ninguna,estructura ordenada. A altas concentraciones 
de la hormona en solucidn alcalina ( BLA^ 4CHARD y KING, 1966 } o en - 
2-cloroetanol,el contenido en<X -hélice parece superar el 50%. El - 
glucagdn es capaz de draméticos cambios conformacionales desde una - 
estructura p-laminar en soluciones acuosas diluidas a otra p -estruc­
tura en geles dcidos o o<-hdlica en los cristales. Bajo condiciones - 
fisioldgicas,probablemente prédominé laiestructura (3-laminar,pero no 
puede ser excluida la posibilidad de que ocurran cambios conformacio­
nales tras la unidn con su receptor en las cdlulas diana.
2.- ASPECTOS FILOGENETICOS Y ONTGGENICQS PE LAS CELULAS A,B Y D.
En invertebrados,los elementos funcionales del pdncreas - 
exocrino y el hlgado estdn combinados. La existencia en ellos de in­
sulins no fue conocida hasta hace unos pocos anos ( TOMBES,1970 ) ; 
sin embargo,estudios rads recientes han demostrado que la insulina, - 
o una moldcula mayor conteniendo insulina, estd presente en tejidos 
gastrointestinales de una serie de especies de Protdstomos y Deute- 
rdstoraos. Por otro lado,cdlulas que se pareclen a las cdlulas B de - 
vertebrados fueron identificadas en la mucosa intestinal del caracol 
"Buccinum undatura" ( BOQUIST y col.,1971 ). Assan y col. ( ASSAN y - 
col.,1969 ) pudieron tambidn detectar glucagdn irmunoreactivo en el 
hepatopdncreas,pero no en el intestine del camardn "Cancer pagurus", 
y en extractos de animales del Tunicado "Cynthia papillose" y el Ce- 
falocordado "Branchiostoma lanceolatum".
En la mayoria de los vertebrados inferiores,el pdncreas - 
exocrino se enouentre parciaIraente incîuido en el hlgado,raientras que 
la mayorfa del tejido endocrino forma una masa séparada conectada al
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conductQ biliar del que,aparentemente,se origina. La porcidn endo­
crine del pdncreas contiens cdlulas 8 con sus tipicas caracteristi- 
cas ultraestructurales. No se han podido observer cdlulas A ni 0,y 
las determinaciones radioinmunoldgicas de glucagdn han sido nega­
tives ( FALK&ER,1966 ) ;incluso altas dosis de glucagdn de mamf- 
feros administradas a la laraprea ( BENTLEY y FOLLET,1965 ) no han 
producido efecto hiperglucemiante.
En Elasmobranquios y Holocdfalos,las cdlulas endocrines 
estdn dispuestas en monocapa como una cubierta perifdrica alrede— 
dor del conducto pancredtico,encontrdndose el pdncreas exocrino - 
séparado del hlgado y entreraezclado con elementos endocrinos ( EPPLE, 
1967 ) , Observaciones hechas al microscopio dptico demuestran la - 
presencia de cdlulas A,B y D y,tambidn,de cdlulas "agranuladas". 
Expérimentes recientes indican que los Elasmobranquios poseen mé­
canismes endocrinos capaces de regular los niveles de glucose en sen— 
gre,aunque estos parecen ser muy distintos de los que poseen otros - 
vertebrados inferiores y los marolferos.
En los Teledsteos,la distribucidn histoldgica se modifies 
sensiblemente. En la mayorla de ellos,el pdncreas exocrino se dis- 
tribuye difusamente en el mesenterio y el pdncreas endocrino forma 
un drgano aislado de dl ( KENT,1969 ) . En otros Teledsteos,el pdn­
creas exocrino se distribuye a travds del hlgado y las cdlulas en­
docrines forman islotes que,aparentemente,derivan de digitaciones 
celulares pancredticas no diferenciadas. En todas las especies in- 
vestigadas se han encontredo tres tipos de cdlulas granuladas,A,B y 
0,tanto como elementos "agranulados", En los restantes vertebrados 
superiores la mayorla de las cdlulas endocrines se encusntran en - 
grupos vascularizados incluidos en la gidndula exocrine ( MILLER,
1960 ) .
6.
El pdncreas exocrine,pdncreas endocrino,duodeno e hlga­
do estdn relacionados fisioldgica,funcional y evolutivamente. Las 
cdlulas endocrinas présentes en el intestine y pdncreas forman lo 
que se ha llamado sistema endocrino "gastro-entero-pancredtico" - 
( GEP ) ( WADOELL y col., 1968 y FUJITA,1974 ), Varias hormonas de 
la regidn gastro-duodenal—pancredtiea tienen une doble distribu­
cidn , encontrdndose tanto en el intestine como en el pdncreas.
El reconocimlento de unas caracterlsticas funcionales y 
citoqulmicas comunes de las cdlulas endocrinas del sistema gastro- 
entero-pancredtico y de otros drganos,condujo a Pearse al desarro- 
llo del concepto APUD [ PEARSE,1966b y PEARSE,1969 ). Las cdlulas 
pertenecientes al sistema APUD tienen la propiedad comdn de tomar 
y descarboxilar sustancias precursoras de aminas ( en el pdncreas 
endocrino se ha mostrado que monoaminas bidgenas pueden influir - 
en la secrecidn de sus productos hormonales ) ( PEARSE,1971 y - 
HELLER y LEDERIS,1971 ). Segdn Pearse,estas cdlulas coraparten ade- 
mds una serie de caracterlsticas citoqulmicas comunes ; alta ac­
tividad esterdsica o colinesterdsica no especlficas,alto conteni­
do en cK-glicerofosfato menadidn reductasa e inmunofluorescencia 
especlfica y ultraestructurales ; membranas rodsando veslculas - 
de secrecidn,escaso retlculo endopldsmico rugoso ( RER },abundan- 
te retlculo endopldsmico lise ( REL ),alto contenido en ribosomas 
libres y unos microtdbulos prominentes incluyendo centrosomas.
Pearse sugirid tambidn ( PEARSE y col.,1973 ) que las - 
cdlulas APUD pueden comportir todas estas caracterlsticas porquo:
l) A pesar de poseer una distinta localizacidn han desarrollado - 
mécanismes bioqulmicos similares para le produccidn de materia- 
les semejantes ( polipdptidos ).
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2) Siendo de distintos orîgenes han desarrollado unos mecanismos - 
bioqulmicos similares en respuesta a estlmulos secretords seme— 
jantes ( aminérgicos o çolindrgicos ).
3) Tienen un origen embrioldglco comdn ( la cresta neural ) y han 
retenido un patrdn comdn y distintivo de funciones ancestrales.
Mientras es generalmente aceptado que las cdlulas aci- 
nares pancredticas migran al pdncreas desde el intestine anterior 
erabrionario,Pearse,con su teorla de la cresta neural, planted una 
controversia en cuanto al origen de las cdlulas de los islotes.
Recientemente,Le Douarin ( LE DOUARIN y TEILLcT,1973 ) 
y Dieterlen-Liêvre ( DIETERLEN-LIÊVRE y BEAUPAIN,1976 ) utilizando 
embriones de polio,han demostrado que tanto las cdlulas cromafines 
del epitelio digestive como las cdlulas de los islotes pancredti­
cos derivan del endoderme y no se deserre1lan de la cresta neural, 
aunque pueden compartir todas las caracterlsticas qulmicas de las 
cdlulas APUD,algunas de las cuales pueden incluso originarse de 
la cresta neural. Sin embargo,a pesar de estas y otras observacio— 
nés el tema del origen de estos tipos celulares estd adn en con­
troversia .
En mamîferos,observaciones hechas al microscopio dptico, 
con los mdtodos de tincidn estandar para los islotes,han revelado 
que cdlulas S conteniendo grdnulos pueden distinguirse en el 14S 
dla de desarrollo en el ratdn ( VON OENFFER,1970 ),169-172 dla - 
en la-rata,112 dla en el hamster y 309 dla en el conejo ( GRILLQ, 
1964 ). Sin embargo,estudios mds recientes con el microscopio - 
electrdnico han mostrado la presencia de cdlulas granuladas de - 
los islotes en el embridn de rata coincidiendo con el momento de 
formacidn del divertlculo pancredtico,en el 119 dla de desarrollo.
8.
Utilizando tdcnicas inmunohistoqulmicas ( BEAUPAIN y DIETERLEN- 
LIEVRE, 1974 ) se ha podido demostrar que en el tercer dla de in- 
cubacifin de embriones de polio el rudimento pancredtico dorsal - 
contiens glucagôh'. Sin embargo otros autores ( TANIZAWA y FUJI- 
TA,1966 ) no pudieron encontrar cdlulas A granuladas en el pdn - 
créas embrionario de polio antes del 69 dla de desarrollo. Cdlu— 
las A y D han sido observadas en el pdncreas embrionario de co - 
bayas,diferencidndose antes ( en el 269 dla ) las cdlulas A que 
las cdlulas D.
Lin ( LIN-HSIANG y POTTER,1962 ) ha sugerido que duran­
te el desarrollo embrionario huraano aparecen dos generaciones de 
islotes. Durante la 89 sémana de gestacidn surgen unos islotes - 
primarios los cuales alcanzan la madurez durante el 59 mes,des­
puds del cual degeneran. Los islotes secundarios se desarrollan 
de las cdlulas de los conductos terminales en el tercer mes de — 
gestacidn y constituyen los islotes permanentes de la vida adul­
te. Estos autores piensan que las cdlulas A y B se desarrollan — 
directamente de las cdlulas de los conductos, Sin embargo,no se 
debe ignorar la posibilidad de una transformacidn del tejido - 
acinar en cdlulas de los islotes,no solo en el adulto sino tam­
bidn en el embridn. Dieterlsn-Lievre ( DIETERLEN-LIEVRE,1965 ) - 
ha observado cdlulas acinares-islotes en embriones de polio de - 
21 dias,las cuales contenfan grdnulos A,8 y grdnulos de zimdgeno.
Ya que la insulina y el glucagdn se encuentran en el - 
pancréas embrionario en estados muy tempranos,esldgico que ejer- 
zan efectos metabdlicos en el embridn en desarrollo. La insuli- 
na incrementa la asimilacidn de glucosa del corazdn de embridn - 
de polio desde el 79 d£a de incubacidn,pero no antes,indicando - 
el desarrollo en el corazdn embrionario de un sistema de trans­
9.
porte de glucosa sensible a le insulina ( GUIDOTTI y col.,1961 ). 
Por otro lado el glucagdn provoca una marcada glucogenolisis hepd- 
tica en embriones de polio de 9 dîas [ GRILLO,1965 ).
2.1,- Caracterlsticas morfoldgicas de las cdlulas endocrinas - 
del pdncreas. Interrelaciones morfofuncionales.
Estudios realizados con la ayuda del microscopio elec - 
trdnico han establecido las principales caracterlsticas morfoldgi­
cas de las cdlulas A y B,los cuales,junto a otros estudios reali­
zados con tdcnicas histoqulmicas y de inmunofluorescencia,indican 
que estas cdlulas son el lugar de almacenamiento del glucagdn y la 
insulina. Posteriormente,un tercer tipo de cdlula,denbrainada cdlu— 
la D,fue identificada en islotes de humanos y de varias especies - 
de vertebrados considerdndola como un tipo celular independiente - 
( FUJITA,196a y GAVALLERO y SOLCIA,1968 ) cuyas caracterlsticas - 
ultraestructurales han sido bien establecidas [ SHIBASAKI e ITO, - 
1969 y WELUMNN y col., 1971 ).
Recientes estudios al microscopio electrdnico han indi— 
cado que los islotes pancredticos pueden contener,ademds de cdlulas 
A,B y D,un cierto ndmero de otros tipos celulares. En el pdncreas 
endocrino de fetos humanos ( LIKE y ORCI,1971 ) se han identifica- 
do unas cdlulas que podrlan ser productoras de serotonina,gastrina 
y catecolaminas. En islotes de ninos con hipoglucemia grave ( MI- 
SUGI y col.,1970 ) se ha observado un cuarto tipo celular con pe- 
quehos grdnulos secretores. Cuatro tipos celulares han sido tam­
bidn encontrados en islotes de recidn nacidos ( DECONINCK y col., 
1972 ) y cinco tipos celulares en islotes de adultos.
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- cdlula B. Cada grdnulo beta estd compuesto de una porcidn central 
moderadamente densa rodeada por un saco raerabranoso esfdrico. El nd- 
cleo es testante polimorfo pudiendo tomar la forma de barra,rectdn- 
gulo,esfera o aguja. Entre el ndcleo y la membrane hay un amplio - 
espacio vaclo caracterfstico de este tipo celular.
- Cdlula A. Los grdnulos son redondos,densos y de tamano raedio y - 
estdn corapuestos de una porcidn central densa rodeada de un halo - 
perifdrico menos denso. Teniendo en cuenta que con la tincidn de - 
plata de Grimelius el centre del grdnulo no es reactivo,mientras que 
los granos de plata se depositan selectivamente en la parte exterior 
dsl grdnulo y que,por el contrario,estos ndcleos reaccionan con an- 
ticuerpos antiglucagdn ( BUSSOLATI y col.,1971 ),es razonable pensar 
qee en los grdnulos alfa,aparté del glucagdn,estd presents algdn otro 
components que reacciona positivamente con el mdtodo de plata de - 
Grimelius.
- Cdlula D. En raicrofotografîas electrdnicas de islotes humanos, - 
las cdlulas D aparecen con une forma ovoide o alargada. Los grdnulos 
son grandes,numerosos y se encuentran empaquetados muy juntos. Estos 
grdnulos estdn rodeados de una membrana estrechamente aplicada sin - 
ningdn tipo de espacio claro entre el saco membranoso y el nucleo — 
esfdrico. Cdlulas D similares a las de los islotes se han localizado 
en la mucosa gastroduodenal de humanos ( KOBAYASHI y col,,1971 y VA- 
SALLÜ y col.,1971 ) y varias especies de mamîferos ( SOLCIA y col. 
1970 y CAPELLA y SOLCIA,1972 ). Se ha sugerido que estas cdlulas D - 
pueden ser el sitio de produccidn de la gastrina localizada en el — 
pdncreas,pero de una forma inequlvoca se sabe que las cdlulas D tan­
te pancredticas como gastrointestinales,producen somatostatina ( OR- 
CI y col.,1976 } .
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Aparté de estos très tipos celulares descritos se han lo- 
callzado tambiên otros tipos celulares : l) pequenas cdlulas granu- 
ladaa,localizadas fundamentalmente en la périferla de las islotes y 
en al estômago ( KOBAYASHI y col.,1971 ) y duodeno humanos ( KOBAYA- 
SHI y col.,1970 ) y 2) células mostrando las propiedades de tincidn 
y la ultraestructura de las células enterocromafines del intestino 
C PARRILLA y col.,1969 y LIKE y ÜRCI,1976 ).
Estudios de inmunofluorescencia con sueros antiglucagdn,- 
antiinsulina y antisomatostatina en secciones seriadas de islotes - 
de rata,indican que las cëlulas conteniendo glucagdn ocupan la par­
te mës perifërica del islote,raientras que las células conteniendo - 
somatostatina forrnan una capa dispersa de cëlulas y poco de limita da 
en proximidad a la capa mâs extema de cêlulas conteniendo glucagon. 
Las células B ocupan el interior del islote y representan aproxima- 
damente el 60% de toda la poblacidn celular:
CD
ouCELULA - A
CELULA - 0
(somatostatina]
CELULA - B
(insulina]
» c
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Dada la acci6n supresora de la somatostatina sobre la li- 
beracidn de glucagon e insulina y,debido a la localizacifin de las - 
células 0 entre las células A y B,se ha sugerido que aquellas cdlu- 
las podrlan ser importantes en el funcionamiento normal del islote 
bloqueando la liberaciôn de glucagôn e insulina.
Anélisis al microscopio electrdnico junto con tëcnicas de 
criocorrosion han revelado la presencia.-de complejos de uniôn entre 
las cëlulas de los islotes ( ORCI y col.,1975, ORCI y col.,1975 y - 
ORCI y col.,1973 ). Se han descrito dos tipos de especializaciones 
de membrana : uniones intimas y nexos de unidn. Las primeras se - 
caracterizan por una oclusidn del espacio intercelular debido a la 
fusidn de las capas mds externes de membranas plasmdticas adyacen— 
tes,siendo mds abundantes en dreas donde es necesaria una comparti- 
raentalizacidn flsica del espacio intercelular, Los nexos de unidn - 
se piensa que pueden representar rutas de baja resistencia a travds 
de las cuales pueden tener lugar comunicaciones eledtricas y meta- 
bdlicas de una cdlula a otra. El papel de estas especializaciones 
de membrana en el islote no esta aun claro,pero su presencia podria 
explicar ciertos fendmenos observados de la funcidn de los islotes 
no totalraente explicados en tdrminos exclusivamente de respuestas - 
hormonales a estîmulos externes.
La estrecha asociacidn morfoldgica entre las cdlulas de - 
los islotes,junto con la existencia de especializaciones de membra­
na, hacen sugerir la existencia de un mécanisme de regulacidn local 
intra-islote sobre la liberacidn de las hormones producidas por es­
tas cdlulas.
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2.2.- Aspectos citoldgicos de los procesos de slntesis y secre- 
cidn de plucagdn.
Se admits actualmente que la sintesis de glucagdn comien- 
za con la formacidn de proglucagdn,seguido por su conversidn en glu- 
cagdn y posterior almacenamlento en los grdnulos alfa. Aunque la — 
existencia de este precursor estd firmemente establecida ( HELLERS— 
TROM y col., 1974, NOE y BAUER, 1973, NOE y BAUER, 1975 y Q-'GONNGR y 
LAZARUS,1973 ),los pasos involucrados en la sintesis de progluca- 
gdn y su conversidn en la horraona genuine son peor comprendidos - 
que las del par proinsulina-insulina. Sin embargo,por estudios re- 
cientes ( HOVVELL y HLL£RSTR0f»1,1974, NOE y BAUER, 1971 y NOE y col., 
1977 ) SB sabe que el proglucagdn as inicialmente sintetizado en - 
el reticulo endopldsmico rugoso y transportado subsecuentsmente 
a los grdnulos de secrecidn. Este transporte es muy rdpido * si se 
compara con la acumulacidn de precursorss en dicho retfculo endo— 
pldsmico. La conversidn de proglucagdn a glucagdn ocurre en los - 
grdnulos seeretores; en ellos,el ritmo de acumulacidn de pdptidos 
de tamano igual al glucagdn es relativamente bajo lo cual,aunque 
en parte puede ser atribuido a los procesos de secrecidn,parece — 
ser debido principalmente a la existencia de un mecanisrao lento - 
de conversidn de proglucagdn a glucagdn.
Una vez sintetizado el glucagdn,este es liberado al es­
pacio extracelular. Las bases estructurales de esta liberacidn no 
estdn Claras. Varios autores hen sugerido que esta liberacidn ocu­
rre a travds de una disolucidn iotracitoplasmdtica del gfanulo se- 
cretor ( k1UNGER,1962, RH0TEN,1973 y SMITH, 1975 ) , mientras otros 
han propuesto que el contenido del grdnulo es liberado por un me-
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canismo de exocitosis ( ESTERHUIZEN y HOWELL,1970,LECLERCQ-MEYER y 
col, 1976 y UNGER,1976 ). Recientemente Carpentier ( CARPENT1ER y 
col.,1976 )ha estudiado los acontecimientos funcionales y morfold- 
gicos involucrados en la secrecidn de glucagdn y obaervd que la «r 
exocitosis es el principal mecanismo responsable de la liberacidn 
de glucagdn durante la estimulacidn con arginina,siendo el calcio 
indispensable para que esto ocurra. Al igual que otras hormonas - 
polipdptidicas,el glucagdn se libera fundamentalmente por exocito­
sis, aunque la existencia de otros mecanismos de secrecidn no debe 
ser excluida.
2.3.- Bases cltoldgicas dsl glucagdn extrapancredtico.
A partir del descubrimiento de una familia de polipdpti- 
dos de origen entdrico con inmunoreactividad semejante a la que - 
poses el glucagdn pancredtico ( GLI ) ,se ban realizado numerosos 
estudios inmunocitoqulmicos con objeto de localizar las cdlulas - 
productoras de GLI. Estas investigaciones se han tesado en la uti- 
lizacidn de dos tipos de sueros antiglucagdn llamados especificos 
y no especificos o C—terminales y N-terminales,respectivamente.
Con el suero antiglucagdn no especffico se pudo identi- 
ficar una poblacidn de cdlulas inmunoreactivas en la mucosa intes- 
nal post-duodenal ( GRIMELIUS y col.,1976,ITü y KOBAYASHI,1976 y - 
LARRSQN y col.,1975 } . Gracias a la aplicacidn de tdcnicas de mi- 
croscopia electrdnica e inmunocitoquimica ( POLAK y col.,1971b ) — 
sabemos que las cdlulas L ( CAVALLERG y col.,1972 ) intestinales - 
sintetizan GLI y poseen caracterfsticas diferenciales con las cd­
lulas A pancredticas, Sus grdnulos son grandes y,en general,redon-
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dos con una membrana limitante estrechamente aplicada a la porcidn 
mds densa a los electrones que représenta el acdmulo de GLI. Este 
GLI posee una reactividad inmunoldgica semejante a la regidn 2-23 
de la secuencia de aminodcidos del glucagdn.
Mds recientemente,y con la ayuda de sueros antiglucagdn 
especlficos ( C-terminales ),se han encontredo cdlulas conteniendo 
glucagdn en la mucosa oxlntica gdstrica de perros ( BAETENS y col. 
1976 y SUNDLER y col., 1976 ) y de otros mamlf eros ( LARRSQN y col 
1975b ) las cuales son indistinguibles de las cdlulas A del pdn- 
creas poseyendo,al igual que estas,un halo distintivo entre la - 
porcidn mds densa y la membrana del grdnulo secretor. Cdlulas A -
^ han sido tarabidn identificadas en un fundus gdstrico humano por -
V raedio de tincidn con irsnunoperoxidasas ( MUNOZ-BARRAGAN y col., -
^  1977 ),pero otros intentes para demostrarlas en mucosa gdstrica -
^ humane no han dado resultados positives. En estudios al microsco-
pio electrdnico se han observado cdlulas A en el estdmago de fetos 
humanos y en el duodeno de humanos adultes y Knudsen ( KNUDSEN y 
col.,1975 ) ha identificado inmunoreactividad para el glucagdn de 
tipo pancredtico en el colon humano. Recientemente tambidn Lawren­
ce [ LAWRENCE y col.,1976 ) ha encontrado en las gldndulas saliwa­
res de varias especies de animales delulas con reacciones positi­
vas con sueros antiglucagdn.
En 1979 Ravazzola ( RAVAZZOLA y col.,1979 } utilizando - 
un antisusro especificamente dirigido hacia un GLI intestinal re­
cientemente purificado ( glicantina ) y que no tiene reaccidn cru- 
zada con el glucagdn,han observado :
l) Que las cdlulas L intestinales contienen inmunoreactividad pa­
ra la glicantina y que este material esté localizado en los gré-
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nulos secretores y
2) Que la cdlula A pancreética de rata,cerdo,perro y humanos y la - 
cdlula A gdstrica de perro .contienen,en adicidn al glucagdn , una - 
sustancia inraunoreactiva igual que la glicentina.
Estos autores sugieren que la presencia de glicentina en 
las cdlulas A y L apoya fuertemente la idea de que estos dos tipos 
celulares estdn ontogenicamente relacionados.
3.- BI0SINTE5IS DE GLUCAGON
Par estudios previos realizados con otras hormonas poli- 
peptidicas o con proteinas sin propiedades hormonales se sabe que - 
estas son sintetizadas como pdptidos mayores que la forma circulan­
te bioldgicamente activa. Parece ser que estos precursores biosintd- 
ticos se encuentraa al menos divididos en dos clases que han sido 
denominadas preprohorraonas y prohormonas , Estudios encaminados - 
hacia la elucidacidn del mecanismo de biosfntesis de estas formas 
parecen indicar que la preprohormona es sintetizada en el retîculo 
endopldsmico rugoso en el cual es rdpidamente rota a la forma de - 
prohormona;esta prohormona séria entonces trasladada al complejo de 
Golgi y condensada en grdnulos rodeados de una membrana en los cua- 
las se encontrarîan las enzimas responsables de la transformacidn a 
la forma activa de la hormona.
El mecanismo de bioslntesis de glucagdn es menos conocido 
que el de la insulina,habiendo sido estudiado en varios sistemas ex­
périmentales taies como islotes aislados de paloma ( O'CONNOR y LA­
ZARUS, 1976, TUNG, 1973 y TUNG,1974 ),islotes de cobayes ( HELLERSTROM
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y col.,1972,HELLERSTROM y col.,1973 y HOWELL y col.,1974 ) pdncreas 
de rata aislado y perfundido ( O'CONNOR y col.,1973 ] e islotes - 
pancredticos humanos (NOE y col.,1975 ) . En todos ellos se ha - 
podido incorporer triptdfano marcado radiactivaraente ( un componen- 
ta de la molécula de glucagdn que no esté presents en ninguna pro- 
insulina caracterizada hasta ahora ) en pdptidos de un peso mole­
cular de 9000 o mayores. Estudios recientes indican que,al igual - 
que para la mayorla de las hormonas peptfdicas,en la bioslntesis - 
del glucagdn esté involucrado un precursor biosintdtico (O'CONNOR 
y col.,1973 , NOE y BAUER,1975,NOE,1977,NOE y col.,1977 y NOE y - 
BAUER,1973 ). Noe ( NOE y BAUER,1977 ) utilizando islotes aislados 
de rape,han caracterizado un precursor de un peso molecular de - 
11400i400 dalton el cual puede ser hidrolizado por tratamiento - 
con tripsina y quimotripsina dando un pdptido de tamano igual al 
glucagdn. Hellerstrom y col. ( HELLERSTROM y col.,1974 ) mostraron
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incorporacidn de triptdfano-H en un material de 18000 dalton . - 
Trakatellis y col. ( TRAKATELLIS y col.,1975 ) consiguieron tambidn 
âiélar un pdptido de un peso molecular de 9000 dalton . Noe y col.
( NOE y col.,1975 ) aportaron por otro lado evidencia de un pdpti­
do intermedio de 4900i400 dalton el cual,en muchos aspectos,pare­
ce ser similar al fragmente de proglucagdn aislado y caracterizado 
por Tager y Steiner ( TAGER y STEINER,1973 ).
Sin embargo,la mayorla de las investigaciones encaminadas 
a demostrar la transformacidn de precursores de alto peso molecular 
en la moldcula de glucagdn,o pdptidos relacionados con dl,no han - 
dado resultados positives. O'Cdrihor y Ldzarus ( O'CONNOR y LAZARUS, 
1976 } estudiando islotes aislados de paloma concluyeron que no - 
existia ningdn tipo de relacidn precursor—producto entre un "macro-
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glucagdn ** de 8500 dalton y el glucagdn de 3500. Estos resultados 
difieren de los encontrados por otros autores ( NOE y BAUER,1975 ) 
quienes encontraron una transformacidn de pdptidos de un peso mole­
cular entre 9000-12000 dalton a un pdptido con un peso molecular — 
aproximado al del glucagdn, Andlisis posteriores de esta transfor­
macidn indicaron que esta puede ocurrir en varios pasos en los que 
estarfan implicados uno o mds productos intermedios.
3.1.- Caracteristicas del GLI
Sutherland y De Duve ( SUTHERLAND y De DUVE,1948 ) demos-» 
traron actividad glucogenolftica en extractos alcohol-dcido del trac- 
to gastrointestinal de perros. Posteriormente Makraann y Sutherland - 
( MAKMANN y SUTHERLAND,1964 ) encontraron que los extractos de la - 
mucosa gastrointestinal de perros y humanos eran capaces de activar 
la adenilato ciclasa de membranas plasmdticas hepdticas. Posterior— 
mente otros autores ( SAMOLS y col.,1965 ) encontraron que la admi- 
nistracidn oral de glucosa provocaba un incremento en los niveles - 
de glucagdn inmunoreactivo ( medidos con antisueros no especfficos } 
circulante y posteriores estudios sugirieron que este components era 
de origen intestinal mds que pancredtico ( SAMOLS y col.,1966 ),re- 
lacionado con lo que hoy conocemos como GLI. Unger y col. ( UNGER y 
col.,1966 )han confirmado la presencia de GLI en el intestino,encon- 
trando que estd presents en grandes cantidades en el yeyuno,fleon y 
colon y,en pequenas cantidades,en el estdmago y duodeno. Este mate­
rial intestinal difiere del glucagdn pancredtico en varios aspectos: 
mayor peso molecular,reducida actividad glucogenolitica,y diferente 
reactividad inmunoldgica frente a antisueros contra glucagdn. El -
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tdrmino GLI ha sido propuesto por Unger para denominer a esta serie 
de polipdptidos sintetizados en las cdlulas L intestinales y con - 
una inmunoreactividad semejante a la de la regidn 2-23 de la mold­
cula de glucagdn.
Por otro lado,utilizando anticuerpos especlficos ( C-ter­
minales ) para el glucagdn pancredtico,dirigidos contra la regidn - 
27-29 de su moldcula,très grupos de autores ( VRANIC y col., 1974, - 
MATSUYAMA y FOA,1974 y MASHITHR y col.,1975 ) han raostrado la pre­
sencia de niveles normales o incrementados de glucagdn en el plasma 
de perros totalmente pancreatectomizados. Se piensa que este mate­
rial es semejante al detectado en extractos de la mucosa gastroin­
testinal ( SASAKI y col.,1975 y PENHOS y col.,1975 ) el cual pare­
ce ser sintetizado por las cdlulas A localizadas en el estdmago y - 
duodeno fundamentalmente . Esta glucagdn gastrointestinal,en contras­
te con el GLI de localizacidn post-duodenal,es bioldgica,inmunoqui- 
ca y fisicoquimicamente indistinguible del glucagdn pancredtico - 
( SASAKI y col.,1975 ) y es liberado a la circulacidn sanguines en 
grandes cantidades,especialmente en animales diabdticos ( klUNOZ-BA- 
RRAGAN y col.,1976,BLAZîUEZ y col.,1976 y BLAZQUEZ y col.,1977 ). -
La existencia de un material semejante al glucagdn pancredtico en -
la circulacidn sanguînea de ratas pancreatectoraizadas y completamen- 
te evisceradas ( PENHOS y col.,1975 ) han conducido a la bdsqueda de 
otras fuentes de glucagdn extrapancredtico encontrdndose un material 
inmunoreactivo para glucagdn con un peso molecular de aproximada-
mente 70000 en las gldndulas salivares de animales de experimenta-
cidn y humanos ( LAWRENCE y col.,1975,LAWRENCE y col.,1977 y LAW­
RENCE y col.,1976 ).
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La gran heterogeneidad de pdptidos de procedencia intes­
tinal ( VALVERDE y col.,1970,UNGER,1973 y MARKUSSEN y SUNDBY,1970) 
o pancredtica ( NOE y BAUER,1975,TAGER y STEINER,1973,NOE y col., 
1977 y TAGER y STEINER, 1974 ) que reaccionan con antisueros espc- 
cificos o inespecificos para glucagdn,ha obstaculizado su estudio 
estructural y las posibles relaciones existantes entra ellos. No - 
obstante,Sundby y col (SUNDBY y col.,1976 ) han conseguido aislar 
un pdptido de 100 aminodcidos y con un peso molecular de aproxi - 
madamente 12000 ( GLI-1 o glicentina ) a partir de 200 Kg de in­
testine porcino. Su caracterizacidn parcial ha mostrado que posee 
las secuencias 7—13 y 27—29 de la moldcula de glucagdn y que su — 
decapdptido C—terminal es andlogo,si no iddntico,al decapdptido - 
C-terminal da un fragmente de proglucagdn aislado por Tager y Stei­
ner ( TAGER y STEINER,1973 } hacs unos anos. Datos mds recientes 
indican que los dltimos 37 residues aminodcidos del extreme car- 
boxilo terminal de la glicentina forrnan la secuencia compléta de 
aminodcidos del glucagdn mds el octapdptido C-terminal cornun a la 
glicentina y al fragmente de proglucagdn. Se ha conseguido tambidn 
caracterizar ( TAGER y MARKESE,1979 ) parcialmente dos pdptidos - 
intestinales de 8000 y 12000 dalton que reaccionan solo con sue­
ros antiglucagdn N—terminales y un pdptido pancredtico con un peso 
molecular aproximado de 9000 dalton. que no posee ningdn reste — 
anadido al extremo carboxilo terminal de la moldcula de glucagdn.
En el siguiante esquema se resume la informacidn obtenida 
hasta ahora sobre las secuencias horadlogas de los pdptidos de pro­
cedencia intestinal o pancredtica relacionados de alguna forma con 
el glucagdn:
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GLI-1
Pdptido- 
8000 dalton
Proglucagdn
Pdptido- 
9000 dalton
Glucagdn
HgN-'
HgN
HgN
HgN
'Intestine
COgH
COgH
Pdncreas >
La baja,o nula,inmunoreactividad de la glicentina,y en - 
general de los GLIs intestinales,con sueros especlficos para glu— 
cagdn podrla deberse a un enmascaramiento estructural de la secuen­
cia carboxilo terminal de la moldcula de glucagdn presente en este 
grupo de pdptidos.
Todos los datos qulmicos e inmunoldgicos que se poseen - 
hasta ahora,junto con el descubrimiento ( RAVAZZOLA y col.,1979 ) 
de que un material irmunoreactivo igual que la glicentina estd - 
presente en las cdlulas A pancredticas y L intestinales,han condu­
cido a la hipdtesis de que l) los GLIs intestinales de distintas - 
especies contienen la secuencia total homdloga del glucagdn,2} que 
los precursores del glucagdn encontrados en las cdlulas A pancred­
ticas ( O'CONNOR y col.,1973,NOE y col.,1975 y NOE y BAUER,1975 } 
estdn inmunoqulraicamente relacionados con estos polipdptidos y -
3) que las cdlulas A y L sintetizan sus productos de secrecidn - 
via la glicentina o un precursor semejante a la glicentina. La - 
diferencia esencial entre las cdlulas gastrointestinales que sin­
tetizan y liberan GLIs y las cdlulas A pancredticas ( que sinteti-
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zarlan glucagdn via "GLIs intestinales” ) estribarla en la presen­
cia o no de tina maquinaria enzimdtica responsable de la ruptura de 
los productos primarios hasta la moldcula de 3500 dalton o gluca­
gdn genuine.
4.- MECANISMOS D£ CONTROL PARA LA SECRECION PE GLUCAGON
La secrecidn de glucagdn estd regulada por factores ner- 
viosos,endocrines y metabdlicos. Asimismo distintas drogas pueden 
modificar la liberacidn de esta hormone.
Teniendo en cuenta la importancia del glucagdn en la re­
gulacidn del metabolismo de carbohidratos,lipidos y proteinas,es - 
Idgico penser que estos combustibles y,especialmente la glucosa, - 
sean déterminantes principales de la funcidn secretora de las cd­
lulas A. La glucosa provoca une clara inhibicidn de la secrecidn 
de glucagdn ( GERICH y col.,1974 ). In vitro, la respuesta 1/2 md- 
xima y radxima de las cdlulas A a la glucosa tiene lugar a una con- 
centracidn de esta de 5 y lOmM. Une rdpida disminucidn ea la con- 
centracidn de glucosa ( < 3mM ) provoca una liberacidn rdpida y 
raultifdsica de glucagdn. El mecanismo por el cual la glucosa supri­
me la secrecidn de glucagdn es desconocido,pero podrla resultar en 
parte de las posibles interrelaciones entre las cdlulas A y S y de 
la dependencia de la cdlula A de la secrecidn de insulina. La glu­
cosa puede,sin embargo,actuar directamente a travds de un glucore- 
ceptor. El efecto de la concentracidn de glucosa en las respuestas 
de las cdlulas A y B puede ser un factor importante en el manteni- 
miento del estrecho intervalo de glucemia presents en sujetos nor­
males. En ausencia de situaciones de estres o diabetes,concentra-
23.
clones elevadas de glucosa son el mds potente supresor fisioldgico 
de la secrecidn de glucagdn,y una hipoglucemia acentuada es su mds 
patente estimulante.
Los aminodcidos estimulan la liberacidn de glucagdn de - 
una forma raucho mds efectiva que la de insulina. En el perro,aspa- 
ragina,glicocola y fenilalanina son los mds efectivos,raientras que 
en el hombre es la arginina.
Aunque la elevacidn experimental de dcidos grasos provo­
ca una disminucidn én la secrecidn de glucagdn in vivo ( EDWARDS y 
col.,1969 ) e in vitro ( EDWARDS y col.,1970 ),parece ser que este 
efecto no es de gran importancia fisioldgica. Tambidn el (3-hidro- 
xibutirato,aceteacetato y glicerol afectan la liberacidn de gluca­
gdn ( LUYCKX y LEFEBVRE,1970 y GROSS y MIALHE,1974 ) aunque sus - 
efectos varlan en las distintas especies y condiciones expérimen­
tales utilizedas.
Las hormonas pueden afectar la secrecidn de las cdlulas 
A de una forma directa o indirecte. Altas concentraciones de glu­
cagdn circulante han sido encontredas en pacientes diabdticos ju­
veniles y adultos y en animales hechos diabdticos con estreptozo- 
tocina o alloxana,lo cual puede ser corregido por la administra- 
cidn de insulina. Estas observaciones han hecho pensar en un efec­
to directo de la insulina sobre las cdlulas A,aunque el mecanismo 
involucrado no es bien conocido. Ostenson y col. ( OSTENSGN y col. 
1977 ) aapleando islotes aislados de cobayas observaron que la i -  
adicidn de insulina al medio de incubacidn provocaba un significa­
tive incremento en el contenido de ATP de la cdlula A y tambidn un 
aumento de la utilizacidn de glucosa por estas cdlulas,sugirisndo 
esto que el efecto supresor de la insulina sobre la liberacidn de
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glucagdn puede estar raediado a travds de una metabolizacidn ace- 
lerada de la glucosa por la cdlula A. Sin embargo,los mecanismos 
moleeulares precisos implicados en la accidn de la insulina sobre 
la cdlula A y la razdn por la cual estas cdlulas llegan a ser - 
funcionalmente estimuladas por un decaimiento en los combustibles 
ricos en energla debe adn ser clarificado.
De las hormonas hipotaldmicas,solo la somatostatina se 
ha mostrado que afecta directamente la liberacidn de glucagdn - 
( FUJIMOTü y .‘ENSINCX, 1976 }. Este agente inhibe el efecto de to­
dos los estimulantes estudiados para el glucagdn. Sin embargo,se 
ha podido tambidn observar que la administracidn sisteradtica de 
dos pdptidos hipotaldmicos ; Sustancia P y neurotensina (BRC3WN y 
VALE, 1976 y CARRAVMY y LEE&V\N, 1973 ) incrementa la concentracidn 
plasmdtica de glucosa y glucagdn en la rata.
Las hormones gastrointestinales pueden tambidn afectar 
la liberacidn de glucagdn. Se ha observado que la gastrina ( UN­
GER y col.,1967 ) , pancreozimina-colecistoquinina ( UNGER y col., 
1967 ) y el pdptido inhibidor gdstrico ( GIP ) ( BATAILLE y col.,
1977 ) estimulan la liberacidn de glucagdn. El pdptido intestinal
vasoactivo ( VIP ),al igual que el GIP , es liberado despuds de - 
la ingestidn de nutrientes y,a travds de un mecanismo hormonal - 
cldsico,induce la secrecidn de insuline y glucagdn. El VIP,al % - 
igual que la somatostatina,al ser producido tambidn por cdlulas - 
especfficas del pdncreas puede modificar la actividad secretora - 
de las cdlulas A y B vecinas sin necesidad de ser liberado a la - 
circulacidn sanguînea.
Por estudios realizados con la ayuda del microscopio -
dptico y electrdnico,se conoce la existencia de terminaciones del
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sistema nervioso autdnomo prdximas a las cdlulas A y B ( KOBAYA­
SHI y RJJITA,1969 ). De esta forma se sabe,que las cdlulas A y B 
estdn en estrecho contacte con terminaciones nerviosas colindrgi- 
cas y adrendrgicas ( RENOLD,1971 ). El sisteroa nervioso central,- 
crlticamente dépendisnte de glucosa.para su metabolismo,contiens 
uno o mds centros nerviosos sensibles a la concentracidn de gluco­
sa en sangre,los cuales ponen en marcha una serie de mécanismes - 
como respuesta a la hipoglucemia ( SAKATA y col.,1963 ). Esta res­
puesta incluye estimulacidn de la secrecidn de glucagdn y adrena­
line, vîa rutas sirapdticas y una accidn directe neural sobre la - 
glucogenolisis hepdtica ( SHIMA2U y AMAKAWA, 1968 ]. El papel de - 
los mecanismos neurales en la regulacidn fisioldgica de la secre­
cidn de glucagdn no estd totalmente esclarecido. El sisteraa ner­
vioso autdnomo tiene un papel importante en la respuesta de los - 
islotes al estres mediante el sistema simpdtico,el cual estimula 
la secrecidn de glucagdn e inhibe la de insulina y a travds del - 
sistema nervioso parasimpdtico,que facilita la liberacidn de ambas 
hormonas.
Aparté de los agentes estudiados hasta ahora,existen - 
otra serie de factores taies como hormona del crecimiento,ACTH, - 
TSH,catecolaminas y Ca^  que pueden afectar la secrecidn normal de 
los islotes,aunque los efectos parecen ser mediados de una forma 
indirects.
En pacientes con diabetes mellitus ( FOA,1972 y UNGER,- 
1972 } han sido descri tas numerosas anormalidades de la secrecidn 
de glucagdn. En la cetoacidosis ( MULLER,1973 ),coma hiperosmolar 
no cetdnico ( LINDSEY y col,1974 ) y diabetes mal controlada ( felAT- 
SUYAfrîA y col., 1975 ), los nivelas plasmaticos de glucagdn se sncuen-
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tran marcadamante elevados. En pacientes con una hipergluceraia mo- 
derada,los valores de glucagdn estdn a menudo dentro del interva­
lo normal,pero estos valores son mayores que los encontrados en - 
individuos no diabdticos a los cuales se les ha producido una hi- 
perglucemia semejante. La respuesta secretora anormal de la cdlu­
la A en la diabetes mellitus se caracteriza por dos aspectos fon­
damentales :
1) Respuestas disrainuidas a la glucosa ( falta de inhibicidn de la 
secrecidn de glucagdn por la hiperglucemia y falta de estimulacidn 
por lazhipogluceraia ) y
2) Respuestas excesivas a varios estîmulos,quizd como resultado de 
un glucoreceptor anormal,lo cual podrîa explicar la incapacidad de 
la insulina pare normalizar totalmente estas respuestas inapropia- 
das del glucagdn a la glucose.
Existen tambidn otra serie de anormalidades en las cuales 
la funcidn de las cdlulas A y/d 0 estd alterada. En una gran varie- 
dad de enfermadades con un balance negative de nitrdgeno y con una 
pdrdida importante de peso,la concentracidn molar relative de insu­
lina a glucagdn estd reducida. Parece ser que cuando el cociente - 
insulina/glucagdn es menor de 2 o 3,exista una tendencia a una pdr­
dida excesiva de nitrdgeno. En general,los desdrdenes caracteriza- 
dos por un catabolismo aumentado,como cirrosis avanzada | insufi- 
ciencia renal y enfermedad de Cushing,van acompanados de una hiper- 
glucagonemia.
5. MECANISMO D£ ACCION DEL GLUCAGON
Las hormonas se han clasificado a menudo en dos grandes
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grupos de acuerdo a su cindtica de accidn y a los mecanismos por - 
los cuales ejercen sus efectos intracelulares en los tejidos dia- 
na. El primer grupo esté cqrapuesto por las hormonas esteroideas y 
tiroideas que atraviesan libremente la membrana plasmdtica celular 
e interaccionan con receptores intracelulares. Estas hormonas se - 
unen a un receptor citopldsmico soluble,producidndose a continua- 
cidn una migracidn del complejo receptor-hormona al ndcleo celular 
donde contrôla la slntesis de RNAs mensajeros especlficos ( YAMAMO­
TO y ALBERTS,1976,SAMUELS y col.,1973 y OPPENHEIMER y col.,1973 }.
El segundo grupo estd constituido por las hormonas poli- 
peptldicas y las catecolaminas que interaccionan con receptores lo­
calize dos en la membrana plasmdtica de las cdlulas diana. Como con- 
secuencia de la unidn hormona—receptor se inicia la slntesis de fac­
tores intracelulares que sirven como segundos mensajeros y que son 
responsables de la expresidn celular de la accidn hormonal. El me- 
jor definido de estos segundos mensajeros es la adenosina 3'-5'-mo­
no f os fat o ( AMP clclico ).
El glucagdn,lleva a cabo su accidn bioldgica interaccio- 
nando con receptores especlficos situados en la membrana plasmdti­
ca de las cdlulas diana,lo cual conduce a la activacidn de un compo­
nents efector o adenilato ciclase tambidn presents en la membrana - 
plasmdtica,que cataliza la conversidn de ATP a AMP clclico. El re- 
conocimiento de la hormona por el receptor es altaments especlfico, 
ya que la eliminacidn del primer aminodcido de la moldcula de glu­
cagdn ( histidina ) lleva consigo una significative reduccidn en la 
unidn de la hormona por sus receptores hepdticos ( RODBELL y col., 
1971d y LIN y col.,1975a ). Esto indica que déterminados fragmentes 
del polipdptido son indispensables para su reconocimiento por el -
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receptor.
En los dltimos anos se ha hecho évidente que la activa— 
cidn de la adenilato ciclasa por hormonas esta regulada por nucled- 
tidos y nucledsidos. Estos ejercen su funcidn afectando no solo el 
grado de estimulacidn producido por la hormona sino que tambidn - 
actdan sobre la actividad basai y las interacôiones ho rmona-re ce p- 
tor. De acuerdo con esto,se ha encontrado que para que la unidn de 
glucagdn a membranas plasmdticas hepdticas sea reversible se re - 
quiere la presencia de concentraciones micromolares de GTP o raili- 
molares de ATP ( RODBELL y col.,1971a ).
En eucariotas,los efectos intracelulares del AMP clclico 
( y por tanta de las hormonas que como el glucagdn actdan a tra­
vds de el ) parece que estdn mediados por una protein quinasa depen-
diente de AMP clclico. El AMP clclico se asocia con una proteina re­
ceptors especlfica la cual parece servir como subunidad réguladora 
de estas protein quinasas ( KUÜ y GREENGARO ,1969 ). La distribucidn 
intracelular de estas protein quinasas dependientes de AMP clclico 
varia no solo entre tejidos sino tarabidn en el raismo tejido duran­
te el desarrollo tisular y el ciclo celular. La enzima ha sido en- 
contrada fundamentalmente en el citoplasma de las fibras musculares 
( RUBIN y col.,1972 },en membranas sindpticas y microsomas del ce­
re bro ( MAENO y col.,1971 ),membranas microsoraales y grdnulos se­
cretores de la hipdfisis ( LEMAIRE y col.,1971 ),en la membrana ce­
lular de eritrocitos ( RUBIN y col,1975 ) y en el citoplasma y re­
tîculo endopldsmico liso y rugoso de la corteza adrenal ( WLTCN y 
GILL,1973 ).
Existen al menos dos formas de proteîn quinasas dependien­
tes de AMP cîclico normalmente conocidas como tipo I y tipo II. -
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El holoenzima ( R^Cg ) posee un peso molecular de 165000 y consta 
de un dîmero de la subunidad reguladora que une AMP cîclico cornbi­
na do con dos subunidades catalîticas en las que se encuentra el 
centra activo. Las formas I y II parecen diferir principalmente en 
la subunidad reguladora y normalmente se considéra que tienen una 
subunidad catalîtica iddntica,aunque esto no ha sido rigurosamente 
establecida. El holoenzima ( R^C^ ) es inactivo ya que el dîmero 
regulador ejerce un efecto inhibitorio sobre las subunidades cata­
lîticas. En presencia de niveles saturantes de AMP cîclico el 
holoenzima une dos moldculas de AMP cîclico y se disocia para dar 
dîraeros de la subunidad reguladora y mondmeros de la subunidad ca­
talîtica ;
RgC^ ( inactive ) -f 2 AMPc > R^ ( AMPc ) 4- 2 C ( activa )
El complejo R^C^ se forma de nuevo râpidameate cuando disminuyen - 
los niveles intracelulares de AMP cîclico.
El incremento en las subunidades catalîticas activas pro­
voca una fosforilacidn de un cierto ndmero de enzimas y proteinas 
celulares utilizando el ATP como donador del grupo fosfato.
La proteîn quinasa dependiente de AMP cîclico fue origi- 
nalmente descubierta por su habilidad para fosforilar y activar la 
fosforilasa quinasa de mûsculo e hîgado ( WALSH y col.,1968 ). Esta 
ultima enzima se ha encontrado en très formas b,a'y a,las très de­
pendientes de Ca^ . Parece ser que la forme mds activa es la a.Por 
estudios realizados con alectroforssis en gel de poliacrilamida se 
han podido aislar cuatro coraponentes proteicos a los cuales se les 
ha denominado c/ ( peso molecular 145000 ),o<'(peso molecular 140000),
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p ( peso molecular 128000 ) y iT( peso molecular 45000 ). Parece 
ser que estos cuatro componentes son derivados de dos isoenzimas 
con las estructuras y 3")^  . La proteîn quinasa depen­
diente de AMP cîclico activa la fosforilasa quinasa a travds de - 
la fosforilacidn de las subunidades y p para dar la forma a ac­
tiva del enzima. La fosforilasa quinasa se encuentra tambidn regu­
lada por otras dos enzimas : o( y ^  fosforilasa!: quinasa fosfatasas 
que desfosforilan las subunidades y del enzima dando la forma 
b inactiva.
La fonna a activa de la fosforilasa quinasa cataliza la 
transformacidn de la forma a ( activa ) de la glucdgeno fosforila­
sa a travds de la fosforilacidn de dos moldculas de fosforilasa b. 
La interconversidn entre las formas activa o fosforilada e inacti­
va o desfosforilada estd tarabidn regulada por la fosforilasa fos- 
fatasa que provoca la pdrdida de los grupos fosfato de la forma a 
conduciendo a la disociacidn de esta en dos moldculas de fosfori­
lasa b.
La glucdgeno sintetasa,igual que la glucdgeno fosforila­
sa, se encuentra tambidn sometida a regulacidn por el AMP cîclico. 
Se encuentra en dos formas : fosforilada ( forma b,inactiva ),de­
pendiente de la presencia de glucosa-6 fosfato,y desfosforilada - 
( forma a,activa ),totalmente activa en ausencia de glucosa-6 fos­
fato. La glucdgeno sintetasa estd controlada por dos diferentes - 
quinasas : proteîn quinasa dependiente de AMP cîclico y glucdgeno 
sintetasa quinasa—2,que fosforilan sitios distintos del enzima, - 
Los grupos fosfato de la forma b del enzima son extraidos por una 
proteîn fosfatasa conduciendo a la forma desfosforilada o activa 
del enzima.
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Sobre ambos sistemas enzimdticos actua el glucagdn con 
objeto de llevar a cabo parte: de sus efectos bioldgicos.
En el siguiente esquema se resume la informacidn obteni­
da hasta ahora sobre la regulacidn del metabolismo del glucdgeno 
y su relacidn con los efectos del glucagdn ;
GLUCAGON 
RECEPTOR
I
ADENILATO CICLASA
4 _
ATP-----  ^AMPc-- ^  5 'AMP
Fosfodiesterasa
Proteîn quinasa(R^C^)^ Proteîn quinasa (C)
P- GLUCOGENO SINTETASA-b Glucdgeno sintetasa
quinasa-2
I GLUCOGENO SINTETASA-b |-P 
Glucdgeno^ihtetasa
quinasa-2
GLUCOGENO SINTETASA-b hP
GLUCOGENO SINTETASA-a
UDP-glucosa + (glucosa) in UDP + (glucosa)
Fosforilasa 
fosfatasa ^ FOSFORILASA QUINASA -b
P- FOSFORILASA QUINASA-b FOSFORILASA QUINASA -a -P
P- FOSFORILASA QUINASA-a -P
GLUCOGENO FOSFORILASA-b
i  P. ____
GLUCOGENO FQSFORILASA-a
Fosforilasa fosfatasa
2-  4'( Glucosa ) + HPO^- n 4
-^ (Glucosa)n-1
Glucosa IP
Cuando la senal del glucagdn cesa, el sistema de las fos- 
forilasas vuelve a su estado inactivo a travds de la accidn de las 
fosforilasas fosfatasas.
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RGSumiendo,se puede decir que el glucagdn estimula la - 
adenilato ciclasa increraentando por tanto el nivel de AMP cîclico, 
Esto produce una amplia variedad de efectos. La activacidn de la 
fosforilasa e inhibicidn de la actividad de la glucdgeno sinteta­
sa combinadas provoca una neta ratura del glucdgeno y esto,junto 
con la estimulacidn de la gluconeogdnesis,conduce a un incremento 
en la produccidn de glucosa. La gluconeogdnesis a partir de una - 
amplia variedad de sustratos ( lactato,piruvato y aminodcidos ) - 
puede tambidn ser estimulada parcialmente por el AMP cîclico debi­
do probablemente a un ritmo incrementado de la conversidn de pi­
ruvato a fosfoenol piruvato.
Asociados con estas efectos se ha observado una posible 
regulacidn por el AMP cîclico en la activacidn de enzimas involu- 
cradas en la lipolisis como la triglicdrido lipasa,transporte de 
aminodcidos,proteolisis de proteînas enddgenas,produccidn de urea 
y tarabidn del ritmo de sîntesis de varias enzimas hepdticas como 
la glucosa-6 fosfatasa,serina deshidratasa,fosfopiruvato carboxi- 
lasa y tirosina transaminasa.
6.- EFECTOS META90LIC0S Y PAPEL FI5I0L0GIC0 DEL GLUCAGDN
Ya que el glucagdn y la insulina ejercen acciones biold­
gicamente opusstas sobre los tejidos diana en los que actuan,prin- 
cipalments el hîgado,sus concentraciones relatives pueden determi- 
nar la direccidn y magnitud del métabolisme de los nutrientes cla­
ve bajo una amplia serie de circunstancias. Park y Exton ( PARK y 
EXTON,1972 ) fueron los primeros que apuntaron la idea de que un
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cociente insulina/glucagdn elevado estimula el metabolismo de - 
los nutrientes exdgenos a travds de una glucogdnesis,lipogdnesis 
y bioslntesis de proteînas elevadas,raientras que un cociente insu­
lina/glucagdn bajo favorece los procesos catabdlicos como la glu­
cogenolisis, gluconeogdnesis y cetogdnesis. En situaciones como el 
ayuno y/o durante un perîodo en el que exista une necesidad ele- 
vada de combustibles,un cociente insulina/glucagdn bajo puede - 
mantener el ritmo requerido de produccidn de glucosa y prévenir - 
la hipoglucemia a travds de una glucogenolisis y gluconeogdnesis 
incrementadas,
En 1974 Unger ( UNGER,1974 ) propuso que los islotes de 
Langerhans,mediante variaciones en las concentraciones relatives 
de insulina y glucagdn,poseen la capacidad de contrôler la dispo- 
nibilidad de los nutrientes y sustratos enddgenos de una forma 
adecuada para el aporte necesario de combustibles exdgenos y los 
requerimientos energdticos. El descubrimiento de acoplamientos es­
tructurales entre las cdlulas A y B ha hecho sugerir a varias au­
tores que el control ejercido par elles sobre el metabolismo lo 
ejercerîan actuando como una autdntica unidad funcional.
La estimulacidn de la produccidn de glucosa por el hîga­
do es,probablemente,la accidn del glucagdn de mds importancia fi­
sioldgica en la mayorîa de las especies de raamîferos incluido el - 
hombre. La estimulacidn por el glucagdn de la produccidn de gluco­
sa es el resultado de très procesos : estimulacidn de la glucoge­
nolisis ,inhibicidn de la sîntesis de glucdgeno y estimulacidn de la 
gluconeogdnesis. La accidn glucogenolîtica del glucagdn,junto con - 
la inhibicidn de la sîntesis de glucdgeno,en el hîgado ,ha sido ara- 
pliamente demostrada"in vivo '* e " in vitro " ( FOA, 1968 ) ; ambos - 
efectos son el resultado de la activacidn de proteîn quinasas por -
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el AMP cîclico cuyos niveles aumentsn debido a la estimulacidn de 
la adenilato ciclasa per el glucagdn. £1 efecto glucogenolîtico - 
del glucagdn se ha podido observer cerca de 30 segundos despuds - 
de que la concentracidn de AMP cîclico en el hîgado aumenta y no 
se observa con concentraciones de glucagdn demasiado bajas para - 
activar la adenilato ciclasa.
El efecto gluconeogdnico del glucagdn se puede observar 
con concentraciones solo ligeramente superiores a las requeridas 
para estimular la rotura del glucdgeno. La accidn gluconeogdnica 
es tambidn muy rdpida,siendo perceptible dentro del primer minuto 
de exposicidn del hîgado al glucagdn ( EXTON y PARK,1968 }. Sin - 
embargo,el mecanismo por el cual el glucagdn activa la gluconeo­
gdnesis no estd muy claro. Por estudios recientes parece ser que 
la regulacidn se ejerce principalmente en dos sitios : l) entre - 
piruvato y fosfoenol piruvato y 2) al nivel de las reacciones ca­
taliza das por la fosfofinjctoquinasa y fructose difosfatasa ( WI­
LLIAMSON y col.,1969 ). Parece ser tambidn que el papel del gluca­
gdn es incrementar el ritmo de produccidn de glucosa por el hîga­
do de une forma temporal,no manteniendo una elevada produccidn de 
glucosa durants perîodos prolongados ( FELIG y col.,1976 ). Este 
efecto podrîa protéger al hîgado contra una repentina disminucidn 
de sus réservas de glucdgeno y proporcionarîa un mecanismo eficien- 
te cuando se necesitaran cambios râpidos en la produccidn de glu­
cosa. El glucagdn extrapancredtico parece tambidn tener un efecto 
importante en la produccidn de glucosa " in vivo " ( VRANIC y col. 
1977 ).
Se sabe ya desde hace mucho tiempo que el glucagdn esti­
mula la produccidn de urea por el hîgado de rata aislado y perfun—
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dido ( MALETTE y col.,1969 y PENHOS y col.,1966) y que este efec­
to puede ser imitado por el AMP cîclico o por su dibutiril deri- 
vado ( MALETTE y col.,1969 ). Sin embargo,este efecto ureogdnico 
es menor que la accidn glucogenolîtica de la hormona y no se ob­
serva con concentraciones de glucagdn menores de 1x10 ^ M. La 
accidn ureogdnica del glucagdn aparenteraente envuelve varios me­
canismos: estimulacidn de la utilizacidn de aminodcidos exdgenos 
a travds de une activacidn del transporte de aminodcidos,movili- 
zacidn de aminodcidos a partir de proteînas enddgenas como con- 
secuencia de un aumento de la proteolisis y tambidn por un aumen­
to de la sîntesis de transaminases hepdticas y de las très enzi­
mas principales del ciclo de la urea ( Me LEAN y NOVELLO,1965 ).
El glucagdn ha sido tradicionalmente considerado una - 
hormona glucogdnica,sin embargo investigaciones recientes han re- 
saltado el hecho de que el glucagdn tambidn modula el metabolismo 
de lîpidos y tiene importantes efectos metabdlicos en los très - 
principales sustratos lipîdicos que circulan en la sangre : dci­
dos grasos no esterificados,cuerpos cetdnicos y triglicdridos. - 
La secrecidn de glucagdn durants perîodos de estres tiene al me­
nos dos funciones : proporcionar suficiente glucosa en sangre pa­
ra el metabolismo del sistema nervioso central y proporcionar su- 
ficientes metabolites lipîdicos para mantener el metabolismo del 
musculo. Numerosos estudios in vitro han dsmostrado que el gluca­
gdn tiene un efecto lipolîtico en el adipocito ( LEFEBVRE,1972 .y 
VAUGHAN y STEINKRG, 1963 ), Aunque el mecanismo de su actividad - 
lipolîtica in vitro no estd totalmente resuelto,las evidencias - 
obtenidas hasta ahora sugieren que el AMP cîclico,producido por - 
la estimulacidn de la adenilato ciclasa por el glucagdn,induce -
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una activaciân de una protein quinasa que cataliza la conversion 
de una triglicérido lipasa inactive a una forma activa (SAGGERSON 
y col.,1977 ). El glucagfin es capaz también de activar la cetogé- 
nesis hepOtica en la cual se han sugerido dos sitios posibles de 
regulaciOn ( Me GARRY y FOSTER,1976 y WILLIAMSON,1974 ) : control 
de la esterificaciOn y oxidaciOn de los Ocidos grasos y control - 
de las enziraas implicadas en las rutas de conversiOn de acetil- 
coenzima-A a cuerpos cetOnicos.
Estudios utilizando infusiones fisioldgicas de glucagOn 
en sujetos normales y diabOticos han raostrado que,bajo condicio- 
nes apropiadas,el glucagdn puede inducir una respuesta hipolipl- 
dica. El glucagdn suprime la slntesis hepdtica de triglicdridos - 
por una estimulacidn de la oxidacidn de dcidos grasos a cetonas y 
adicionalmente por una disminucidn de la slntesis de dcidos gra­
sos a partir de acetil coenzima-A. En el siguiente esquema se re­
sume la raodulacidn del metabolismo de los llpidos por el glucagdn;
Cuerpos cetdnicos^
HIGADO ]
TriglicdridosAcidos grasos no esterificados
TEJIDO ADIPOSO-
En adicidn a la importancia de la deficiencia de insuli­
ns, estudios recientes indican que,bajo ciertas circunstancias,la - 
respuesta altérada de ciertos tejidos al glucagdn puede contribuir 
al efecto diabetogénico de esta hormona. En pacientes urdmicos se
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ha podidü observer una sensibilidad tisular aumentada hacia el 
glucagdn. Otros estudios utilizando ratas urdmicas han mostrado 
que los carobios observados en la sensibilidad dël glucagdn son 
mediados por une mayor unidn de esta hormona a las cdlulas diana 
( SOMAN y FELIG,19 75 ).
Por estudios realizados durante los dltimos anos se ha 
podido observer que l) el glucagdn posee unas propiedédes " in - 
vitro ” e ” in vivo " que lo cualifican como una hormone poten- 
cialmente diabetogdnica y 2) que circula en exceso en los pacien— 
tes diabdticos. Sin embargo,el posible papel del glucagdn en la - 
regulacidn de aigunas de las anormalidades metabdlicas de la dia­
betes estd adn en controversia. Los niveles de glucagdn plasmdti- 
co se han encontredo raarcadamente elevados en la cetoacidosis —
( MULLER y col.,1973 },coma no cetdnico hiperosraolar y diabetes 
mellitus pobremente controlada ( GERICH,1977 }. Otras anormalida­
des de su secrecidn encontradas en individuos diabdticos incluyen: 
reducida inhibicidn de los niveles de glucagdn plasmdtico por la 
admlnistracidn de glucosa oral o intravenosa,e incluso a veces un 
paraddjico aumento de los niveles de glucagdn despuds de la admi- 
nistracidn oral de glucosa,y exagerados niveles de glucagdn circu­
lante en respuesta- a la infusidn de arginine intravenosa o des- 
pués de une comida rica en protefnas. Barnes y col ( BARNES y col. 
1977 ),estudiando pacientes con diabetes juvenil y sujetos pancrea- 
tectomizados,llegaron a la conclusidn de que el glucagdn no es - 
* esencial " para el desarrollo de la hiperglucemia y cetoacidosis 
diabdticasÿpero que la presencia de glucagdn aumenta y acelsra la 
hiperglucemia y cetoacidosis.
En experimentos realizados con perros pancreatectomizados
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( DOBBS y col.,1975 ) se ha podido observer que,cuando la hiper- 
glucagoneroia que presentaban era inhibida por la somatostatina, 
se producia un descenso acentuado de la glucosa plasmëtica,para- 
lelo a la disminucidn de los niveles circulantes de glucagdn ex- 
trapancredtico circulante,lo cual parece deraostrar que el gluca­
gdn extrapancreâtico contribuye a la hiperglucemia del perro - 
pancreatectoraizado. Recientemente Nonaka y col [ NONAKA y col., 
1977 ) han sugerido que en los animales diabdticos l) la deficien­
cia de insuline conduce a una hipersecrecidn secundaria de gluca­
gdn extrapancredtico, 2) la hiperglucagonemia diabdtica envuelve 
principalmente glucagdn extrapancredtico y,en menor grado,gluca­
gdn pancredtico y 3) el glucagdn inmunorsactivo liberado en res­
puesta a la hipoglucemia inducida por la insuline es fundamental- 
mente glucagdn pancredtico.
O B J E T I V O S
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Tradicionalmente se ha considérado que las cdlulas A del 
pdncreas endocrino son las responsables de la slntesis y secrecidn 
de glucagdn,mientras que las células L de la mucosa intestinal son 
las productoras de una farailia de péptidos denominados globalmente 
como GLI. Este grupo de pdptidos posee una serie de caracterîsti- 
cas que le diferencian del glucagdn pancredtico,pero posee una ac- 
tividad bioldgica semejante al glucagdn,aunque con una potenciali- 
dad del 20^ respecta a la de la hormona originariamente pancredti- 
ca. En adicidn al GLI,en el tracto gastrointestinal de perros y - 
fundamentalmente en el estdmago,se ha encontrado un pdptido indis- 
tinguible del glucagdn pancredtico ( BAETENS y col.,1976 y SUNDLER 
y col.,1976 } que,bajo ciertas circunstancias,contribuye signifi- 
cativamente a los niveles circulantes de esta hormona ( BLAZGRJEZ y 
col.,1976 y BLAZQUEZ y col.,1977 }. La existencia de una fuente - 
extrapancredtica de glucagdn en el hombre permanece en disputa.Las 
valoraciones de glucagdn en plasma de humanos pancreatectomizados 
han conducido a resultados conflictivos : Bernes y col ( BARNES y 
BLOOM,1976 ) no han encontrado concentraciones circulantes de glu­
cagdn en estes pacientes,mientras que otros autores han descrito - 
niveles significatives de glucagdn e,incluso,una respuesta del - 
glucagdn a la infusidn de arginine ( WERNER y PALMER,1978 ).
El andlisis de la inmunoreactividad para glucagdn del - 
plasma sanguîneo junte con los estudios biosintdticos han propor- 
cionado evidencia de la existencia de moldculas de alto peso mole­
cular relacionadas con el glucagdn,y se ha especulado con la posi- 
bilidad de que sean moldculas de proglucagdn o sustancias interme- 
dias en la biosîntesis de la hormone. Sin embargo,teniendo en euen­
ta le dificultad de conseguir incorporacidn de triptdfano radiacti-
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VO por las cdlulas A de los islotes pancredticos,los intentes para 
conseguir una transferencia de radiactividad de los péptidos de ma­
yor peso molecular a la moldcula hormonal han dado resultados poco 
Clares y conflictivos.
Por otra parte,recientemente de ha encontrado que el - 
tracto gastrointestinal no es la dnica fuente de los pdptidos cono- 
cidos como GLI,de la misma forma que otras hormonas gastrointesti- 
nales han sido identificadas en distintos tejidos de nuestra eco— 
nomfa. Todo elle increments el interds por conocer la distribucidn 
de hormonas pertenecientes el eje entero-insular,tales como insuli­
ne, glucagdn y GLI. Asimismo ello obliga a su caracterizacidn fisi- 
coqulmica,bioldgica e inmunoldgica y al estudio de la dindmica bio- 
sintdtica y secretora. Este trabajo,realizado fundamentalmente en 
la rata,se ha visto enriquecido por los estudios comparativos con 
el perro y humanos. Todo ello se puede resumir en los siguientes - 
objetivos de esta tesis doctoral :
1) Distribucidn tisular de glucagdn,GLI e insuline.
2) Caracterizacidn inmunoldgica y fisicoqufmica del glucagdn,GLI e 
insuline de origen extrapancredtico.
3) Caracterizacidn bioldgica del glucagdn extrapancredtico. Identi- 
dad con el glucagdn pancredtico.
4) Evaluacidn de la capacidad secretora de las cdlulas A extrapan- 
credticas en condiciones basales o bajo el efecto de estfmulos 
fisioldgicos.
5} Estudio de la capacidad biosintdtica de las cdlulas A extrepan— 
credticas con especial atencidn a la existencia de posibles pdp-
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tidos inmunoreactivGS de alto peso molecular y su posible rela- 
cidn con la hormona genuine.
6) Estudio del glucagdn extrapancredtico en diferentes especies 
incluida la humana. Diferencias en la distribucidn tisular y - 
caracteMsticas secretoras y biosintdticas.
M A T E R I A L  Y M E T O D O S
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1. REACTIVOS
Todos los compuestos organicos e inorgdnüccos utllizados
para este estudio fueron adquiridos de E. Werck ( Daarsmstadt, Ale-
mania ) y de Sigma Chemical Company ( St. Louis, Müsssouri, USA ). 
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Na I ( actividad especlfica : 11-17 mCi/pg I; lOOmhCi/ml), trip-
3
tdfano - H ( actividad especffica 6 Ci/nsmcl; 1 mCii//raI ) y 5'AMP-
3
H ( actividad especffica' : 17 Ci/mmol ) fueron obtbeenidos de Ra­
diochemical Centre ( Amersham, Buckinghmshire, IngUaatsrra ).
To das las hormonas utilizadas fueron un mbosequio de Novo 
Research Institute ( Copenhagen, Oinamarca ). El gliuucagdn porcino 
altamente purificado ( lote nS G-425043 ) pDsefa um ( contenido en 
nitrdgeno del 16,39ÿ= y ds insulina del 0,004%. La iLnasulins porci- 
na monocomponsnte ( late ns 5836175 ) tenfa una riqiuaeza de: nitrd- 
geno 14,51%, agua 6,4%, Zn 0,38^ 6, proinsuliia < 1 p)pnm y glucagdn - 
< 0,1 ppm, y una potencia bioldgica de 25,3 ül/rag. LLe insulina de 
rata ( lote nS R-171 ) poseia un contenido an nitrosgseno del 14,12^ o 
y una potencia bioldgica de 20,7 Ul/mg .
La estreptozotocina fue un obsequio de ÜPîjhhen Laborato­
ries ( Kalamazoo, USA ), el trasylol de Laboratoriois Bayer y el Nem­
butal sddico de Laboratorios Abbot.
Para les dsterminaciones radioinmunoldgiCcass de glucagdn, 
GLI 8 insulina, fueron utilizados los antisueros 30H< ( obtenido en
el conejo con glucagdn porcino ), AG-10 ( obtenido eenn si cone jo con 
glucagdn porcino ) y 607/9 ( obtenido en cobayas cconn insulins - 
porcina ), respectivamehte, El antisuero 30K, genercossamento donado 
por el Dr. R.H. Unger,es altamente especifico para Haas valoraciones
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de glucagdn pancredtico y posee la propiedad de reaccionar con 
la porcidn C-terminal de la moldcula de esta hormona. En contra— 
posicidn a esto,el antisuero AG-10,generosamente donado por el 
Or. P.P.Foà,reacciona con los fragmentes N-terminal y central de 
la moldcula de glucagdn y dd reacciones cruzadas con polipdpti- 
dos de origen intestinal conocidos como GLI. Para las detèrmina- 
ciones de insulina utilizamos el antisuero 607/9,el cual fue do­
nado por el Or.P.Wright.
2.- ESTUDIOS EN HUMANOS
Trozos de las gldndulas pardtidas y submaxilares fueron 
obtenidos en la sala de operaciones inmediatamente despuds de su 
extirpacidn en pacientes que padecfan de litiasis y tumores de - 
estas gldndulas. Fueron desechadas aquellas porciones de tejido — 
no glandular o les de tejido invadido por el tumor. Inme dia tame ri­
te despuds de la extirpacidn,los trozos de drgano fueron conser- 
vados a 420 bien en Krebs Ringer bicarbonato,como peso previo al 
aislamiento celular,o bien en soluciones alcohol-dcida o salino- 
acidificado,para una posterior extraccidn y determinacidn de su - 
contenido en glucagdn y GLI.
3.- ANIMALES OE EXPERIMENTACION
Se utilizaron para los estudios perros adultos y ratas 
albinas de la raza Wistar.
Los perros poselan un peso que oscilaba alrededor de los
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15 Kg,estos fueron mantenidos en un estabu1erio con ciclos regu­
lates de luz-obscuridad,temperature constante y una alimentacidn 
équilibrada en los distintos principios inmediatos,sales y vita­
mines.
De una forma semejante,las ratas utilizadas ( 150-200 
gr ) fueron mantenidas bajo condiciones controlsdas de luz y tem­
perature y alimentadas ad libitum con una dieta estandar adquiri- 
da en Piensos Cdndor S.A. ( grasas 3,8%,carbohidratos 49,5%,props' 
tefnas 21,4%,sales,humedad y material no absorbible ).
3 3.1.- Tratamiento de los animales y toma de muestras sangulneas
Los perros fueron divididos en dos grupos : contrôles y 
diabdticos. A estos dltimos se les hizo diabdticos mediants la - 
administracidn intravenosa de alloxans ( 65mg/Kg de peso corpo­
ral ), 24 horas despuds de su adrainistracidn se les instauré un 
tratamiento con insulina Nowo Lente ( 10 Ul/12h ) durante 7 dfas; 
este tratamiento se suprimid 24 horas antes de someter a los ani­
males a estudios especfficos. Los perros fueron anestesiados con 
Pentobarbital sddico. La ventilacidn fue controlada por un res- 
pirador despuds de la intubacidh < endotraqueal. A continuacidn se 
practicaron dos incisiones : una media en el abdomen y otra media 
en la cara anterior del cuello para exponer las gldndulas subme- 
xilares,insertdndose catdteres en las venas cava,gastroepiploica 
izquierda,pancredtico-duodenal superior y tiroidea. Quince minu­
tes despuds de finalizada la intervencidn quirurgica se infundid 
arginina en la vena femoral ( 0,5gr/Kg de peso corporal } a un - 
ritmo de 2ml/min. durante 15 minutes,tomdndose muestras de san-
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gre de 1 ml,basales y a distintos tiempos durante y despuds de 
la infusidn de arginina,las cuales fueron depositadas en tubos 
de ensayo conteniendo trasylol ( 500 Ul/ml de sangre ) y EDTA - 
( 1,2 mg/ml de sangre ). Las muestras fueron centrifugadas a 490 
y el plasma fue corgelado hasta el momento en que fueron reali- 
zadas las distintas pruebas analfticas.
Con las ratas se hicieron tambidn dos grupos expérimen­
tales ! contrôles y diabdticas; estas dltimas fueron hechas diabd- 
ticas por la administracidn intracardfaca de estreptozotocina (65- 
100 mg/Kg de peso corporal ). Despuds de la administracidn de es­
treptozotocina se les erapezd a inyectar insulina Lente (2 Ul/lOOgr 
de peso corporal/12 hr) duraate 15 dfas. 48 horas antes de que los 
animales fuesen sacrificados se les suprimid el tratamiento con - 
insulina.
En todos los experimentos realizados las ratas ( con un 
ayuno de 18-^ hr )fueron anestesiadas con Nembutal sddico ( 40mg/ 
Kg de peso corporal ) y despuds de practicarles una incisidn media 
abdominal,se tomaron muestras de sangre de 1 ml de la vena cava - 
inferior las cuales se depositaron en tubos de ensayo conteniendo 
trasylol ( 500 Ul/ml de sangre ) y EDTA ( 1,2 mg/ml de sangre }; - 
imiediatamente despuds se centrifugaron a 42C y si plasma fue con- 
gelado a -209C para posteriores determinaciones de glucosa,gluca­
gdn, GLI e insulina.
4.- EXTRACCION DE GLUCAGON,GLI E INSULINA OE TEJIDOS HUmNOS Y DE 
ANIMALES DE EXPERB1ENTACI0N
El procedimiento experimental seguido para la extraccidn
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de glucagdn,GLI 0 insuline de los diferentes tejidos fue esen- 
cialraente el mismo en humanos, perros‘’y ratas. Este proceso ha si­
do esquematizado en la Fig.l.
Una vez extirpados los drganos seleccionados para si - 
estudio fueron inmediatamente sumergidos en metanol-nieve carbd- 
nica y homageneizados eh solucidn- alcohol-dcida ( etanol,agua - 
destilada,CIH;75:23,2:1,8;V/V ) o en cloruro sddico al 0,9% aci- 
dificado con CIH a un pH de 2,8.
Las distintas hormonas fueron extrafdas y parcialmente 
purificadas segdn el procéder de Kenny ( KENNY,1955 ), Los homo- 
genados fueron conservados durante 18 horas a 420 despuds de lo 
cual se centrifugaron en una centrîfuga Sorvall,rotor SS 34,a - 
3000 rpra durante 15 minutes. El precipitado résultants se volvid 
a extraer durante 4 horas con solucidn alcohol-dcida o salino- 
acidificado,centrifugdndose de nuevo durante 15 minutes. Los so­
bre nadantes résultantes de las dos centrifugaciones anteriores - 
fueron mezclados y tratados con hidrdxido amdnico hasta alcanzar 
un pH de 8,2,obtenido lo cual se volvid a repetir la centrifuga- 
cidn. A los sobrenadantes obtenidos se les anadid una mezcla de 
etanol y dter ( etanol,dter;1,7:2,8;V/V ) y se les dejd a 490 -
durante 12 horas,despuds de lo cual se obtuvo un nuevo precipita­
do que fue liofilizado y conservado en un desecador a -2020, Pa­
ra las determinaciones hormonales estos précipitados se disolvie- 
ron en tampdn de glicocola 0,2?J!,albdmina bovina ( 3SA ) 0,25%, - 
suero bovine l%,pH 8,8.
5.- DETERMINACIDN DE GLUCOSA EN PLASMA
Para las valoraciones de glucosa se tomaron muestras de
HOMOGENADOS EN ALCOHOL-AClDO
0 SALINO ACIDIFICADO
I Centrilugacidn a  3000  rp m  
durante IS'
SOBRENADANTE
u
PRECIPITADO
SOBRENADANTE
Adicion d e  h id ro u d a  am onica  
h a s ta  pH  8,2 
C en trifu g ac id n  a  300 0  rpm  
d u ra n te  15'
Resuspension en oicoitot>acido 
id  saline ocidificado Centrifuijo- 
cidn d 3000  rp m  durante I S '
u
PRECIPITADO
SOBRENADANTE
T ra ta m ie n to  con  
alc o h o l* et er
u
PRECIPITADO
PRECIPITADO
LIOFILIZACION
Figura 1.- REPRESErfTACION ESQUEUATICA DEL PROCESO DE EXTRACCION 
HORMOmL CON SOLUCION ACIDO - ALCOHOLICA.
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sangre da la vena cava inferior. Los plasmas fueron primero des- 
proteinizados con Ba(OH)^ 1,8% y SO^Zn 2%, y en ellos se deterrni- 
nô el contenido en glucosa segdn el mdtodo de la glucosa oxidasa 
de Hugget y Nixon { HUGGET y NIXON,1957 ).
6.- DETERMINACIONES HORMONALES EN PLASMA Y EXTRACTOS TISULARES
6.1.- Fundamentos y validez del radioinmunoensayo para la valo- 
racidn de hormonas polipëptfdicas
La técnica del radioinmunoensayo para hormonas polipep- 
tldicas fue dasarrollado por Barson y Yàlow ( BERSON y YALOV/, 1959) 
quienes observaron en pacientes diabdticos,que habfan sido trata­
dos con insulina,la aparicidn de anticuerpos con capacidad de -
131unidn especffica a la insulina- . I. Asimismo observaron que la - 
unidn de la insulina marcada a los anticuerpos podfa ser inhibida 
competitivamente por la adicidn de insulina no marcada. La obser- 
vacidn de que la fraccidn de la insulina marcada unida por los - 
anticuerpos representaba un fndice de la cantidad de insulina no 
marcada anadida a la mezcla de reaccidn, cuando la concentracidn 
de anticuerpo se mantenfa constante, constituyd la base para el - 
desarrollo del radioinmunoensayo de insulina y, por analogfa de - 
todas las hormonas peptfdicas.
El principio general del radioinmunoensayo se puede resu­
mir en las siguientes reacciones :
^  ^ H. : Hormona native
■f ^ Ant.H Ant. : Anticuerpo
Ant. ^
+ H Ant.H H. : Hormona marcada
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Si a una mezcla de H y anticuerpa-H se le anade la -
hormona nativa H, esta ultima competirâ con la H* para unirse al 
anticuerpo y formar un complejo anticuerpo-H , con lo cual se - 
raodificaré el cociente H^ unida/H^ libre. Anadi^ndose cantidades 
crecientes o decrecientes de H, este cociente iré disminuyendo o 
auraentando, respectivamente. Extrapolando esta corapeticidn al - 
radioinmunoensayo, se puede establecer la comparacidn entre el 
cociente unida/libre provocado por la adicidn de cantidades des- 
conocidas de la hormona con el cociente unida/libre inducido por 
soluciones estandar de ella y, como consecùencia de ello, estimer
la concentracidn de hormona en la muestra problème.
Esta tdcnica del radioinmunoensayo es més especlfica, 
sencilla y de menor coste que los bioensayos, por lo cual ha -
reeraplazado a estos dltimos en la raayorla de las determinaciones
hormonales.
6.2.- Radioinmunoensayo de glucagdn
Unger y col. ( UNGER y col.,1959 ) aplicaron los prin­
cipios del radioinmunoensayo para la determinacidn de glucagdn 
circulante poco tiempo despuds de su descubrimiento por Berson y 
Yalow en 1959. El desarrollo de esta tdcnica ha conducido a un - 
mejor conocimiento del papel desempenado por esta hormona en una 
gran variedad de situaciones fisiopatoldgicas. Existen dos difi- 
cultades fundamentales en la utilizacidn de esta tdcnica, que - 
afortunadamente han sido superadas; l) Degradacidn del glucagdn 
por enzimas proteollticas. El glucagdn es una hormone altamente 
susceptible a la actividad proteolltica lo cual ocurre incluso -
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" in vitro *' durante el proceseuniento de las muestras del radio­
inmunoensayo. Esta hecho es de especial importancia, ya que una - 
degradacidn de la hormona radiactiva puede dar lugar a valores - 
falsamente elevados. No obstante, el hallazgo de que el trasylol 
[ EISENTRAUT y col.,1968 }, un inhibidor de las proteasas, puede 
bioquear el efecto degradativo sobre la hormona, supuso un gran - 
avance para la valoracidn de las concentraciones de glucagdn. - 
Posteriormente ( ENSINCK y col.,1972 ) se ha descrito que la ben- 
zamidina posee los mismos efectos que el trasylol,pero aventajan- 
do a este por su menor coste, 2) Especificidad de los antisueros. 
La existencia de un factor hiperglucdraico-glucogenolltico en la - 
mucosa del tracto digestive fue descubierta en 1948 ( SUTHERLAND 
y De DUVE,1948 ). Por estudios posteriores se identified este - 
factor con una familia de polipdptidos ( GLI ) de origen intesti­
nal con capacidad de reaccidn con la mayorfa de los antisueros - 
contra glucagdn. Sin embargo, mds recientemente, se han obtenido 
un cierto numéro de antisueros que son especlficos para el gluca­
gdn pancredtico y que se caracterizan por reaccionar con la por­
cidn C—terminal de la raoldcula de la hormona ( fragmento 24—29 ) 
en contraposicidn con lo que ocuirre con los anticuerpos no espe­
clficos, con reaccidn cruzada con el GLI, que interaccionan con - 
la porcidn central y N-terminal ( fragmento 2-23 ).
Dada la importancia ds la especificidad de los antisue­
ros, con anterioridad a las determinaciones de glucagdn, es impres- 
cindible su tipificacidn. En este estudio hemos realizado las va­
loraciones de glucagdn con la ayuda ds un antisuero C-terminal - 
( 30K ) y otro N-terminal ( AG-IC ), lo que nos ha permitido tam­
bidn obtener informacidn sobre las concentraciones de GLI.
51.
1256.2.1.- Marcsje y aislamiento del glucagdn mono - I
El mdtodo bâsicamente consiste en la yodacidn de los re­
sidues de tirosina présentes en la moldcula de la hormona. Origi-
131
nalraente se utilizd I ( GREENV/OOD y col., 1963 ), pero debido a
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la mayor abundancia isotdpica y vida media del I, actualmcntc - 
se utiliza este ultimo isdtopo.
La yodacidn se llevd a cabo por el procedimiento de la 
cloramina T de Hunter y Greenwood ( HUNTER y GREENWOOD, 1962 )mo- 
dificado por Nottey y Rosselin ( NOTTEY y ROSSELIN, 1971 ). La - 
reaccidn consiste en la oxidacidn del I para convertirlo en una 
forma capaz de reaccionar con la protefna , y la posterior unidn 
de este âtomo de yodo en las posiciones orto del anillo del grupo 
tirosil.
Los reactivos utilizados fueron los siguientes :
- Glucagdn porcino, diluido en agua destilada a una concentracidn • 
de 1 mg/ml, y conservado en alîcuotas de 5 pl a -2020.
- Tris-HGl 0,05 M , urea ? M , pH 9,5.
- Tris-HCl 0,05 M , urea 7 M , NaCl 99,5 mM , pH 9,5.
- T ris—MCI 1 M.
- Tampdn fosfato 0,3 M , pH 7,5.
- Cloramina T ( 5mg/2ml de tampdn fosfato ).
- Metabisulfito sddico ( 5mg/ml de tampdn fosfato ).
- Albumina bovina ( 33A ) ( 25 mg/ml de tampdn fosfato ).
- Acido tricloroacdtico ( TCA ) al 20%.
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-Ne I... Actividad especffica : 11-17 mCi/pg I (lOO mCi/ml ).
El procedimiento consiste en la rdpida adicidn de los - 
siguientes componentes :
Tampdn fosfato 0,3 M — — — —  40 pl 
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Ne X ---------------------  2,5 mCi
Glucagdn porcino -... .■— ----- 5 pg
Cloramina T — — -— --—  ------ 12,5 pg
Esta solucidn se mantiene en constante agitacidn duran­
te 30 segundos, pasados los cuales se le anaden 5 pl de metabisul­
fito sddico para parar la reaccidn. La mezcla es entonces rdpida-* 
mente diluida con 100 pl de BSA con objeto de reducir la adsorcidn 
de la hormona radiactiva a la superficie del tubo de ensayo y para 
reducir el dano de la hormona por autoirradiacidn.
Para calcular el rendimiento de la yodacidn se tomaron - 
5 pl de la mezcla de reaccidn a los que se anadieron 1 ml de tam­
pdn fosfato conteniendo BSA al 1% y 1 ml de TCA al 20%. Tras agi­
tacidn y centrifugacidn de los tubos de ensayo durante 10 minutes 
a 3000 rpm, la radiactividad presents en sobrenadantes y sedimen- 
tos fue determinada en un contador Packard. Calculado el rendimien­
to de la yodacidn, este resultd ser de 80-90%. Cuando este rendi­
miento fue calculado por precipitacidn de 5 pl de la mezcla de - 
reaccidn con pastillas de talco, resultd ser de un 70-80^ j.
La actividad especffica fue calculada de la siguiente -
manera :
Do.
Cantidad de I radiactivo f uCi  ^.
X % de incorporacidn
anadido al tubo de reaccidn 
AE «     xl/100
Cantidad de glucagdn (pg)
anadido al tubo de reaccidn
La actividad especffica tedrica, teniendo en cuenta las 
condiciones anteriormente citadas de la yodacidn y suponiendo que 
se ha incorporado el 100% de radiactividad, serfa de 500 pCi/pg - 
de glucagdn. Nosotros obtuvimos unas actividades especfficas que 
oscilaron entre 425-450 pCi/pg de glucagdn.
Inmediatamente despuds del marcaje, la hormona yodada - 
se purified por cromatograffa en columns ( 1x30 cm ) de DEAE-ce- 
lulosa 52 con objeto de separar el glucagdn monoyodado de la hor­
mona diyodada o no yodada, I libre y productos de degradacidn.
La celulosa fue préparada disolvidndola en agua desti­
lada y HGl hasta alcanzar un pH de 4. POsteriormente se lavd con 
Tris-HGI 1 M ( aproximadaraents 100 ml/10 gr de celulosa ), y se - 
resuspendid en Tris-HGl 0,05 M, urea 7 M , pH 9,5.
Tras la aplicacidn de la muestra, la columns fue eluida 
con 80 ml de Tris-HCl 0,05 M, urea 7 M, pH 9,5, con objeto de se- 
parar el yodo libre. Inraediatamente despuds, se aplicd un gradien­
ts lineal de NàCl de 0 M - 0,2 M, con la ayuda de un aparato Vari- 
grad. El volumen total del gradients fue de 200 ml y se mantuvo - 
un ritmo de flujo de 15 ml/h.
La DEAE-celulosa utilizada a este pH es un efectivo ad- 
sorvente de polianiones y permits una discriminacidn clara entre 
moldculas con distinta carga. El primer producto elufdo sera el -
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menos cargado negativamente y el orden de elucidn serâ por tanto; 
glucagdn no yodado, glucagdn monoyodado y glucagdn diyodado.
El perfil de elucidn obtenido se represents en la Fig.2.
El ndmero de dtomos de yodo fijados sobre la moldcula de 
hormona, calculado a partir de las actividades especfficas real y 
tedrica, oscild entre 0,8 - 0,9 dtoroos de yodo/ moldcula. La di- 
ferencia con la unidad es debida a la ligera contarainacidn de - 
los picos por glucagdn no marcado. El pico I corresponde a frag­
mentes peptfdicos degradados mientras que el pico HI representa- 
rfa el glucagdn monoyodado.
Una vez elufda la columns y seleccionados los picos II 
y III, las distintas fracciones constitutivas de cada pico fueron 
mezcladas y dlalizades, previa la adicidn V/V de tampdn fosfato - 
conteniendo BSA al 1%, frente a 1 litre de tampdn fosfato, 2 ve— 
ces durante 2 horas. La didlisis fue realizada a 4SC con objeto - 
de evitar la degradacidn del glucagdn.
Una vez realizada la didlisis, los voldmenes totales de 
los picos H  y III fueron distribufdos en alfcuotas y congelados 
a -20SC.
6.2.2.- Especificidad de los antisueros
Como ya hemos descrito anteriormente.( apartado 6.2. ), 
existen dos tipos de antisueros : especfficos para el glucagdn - 
pancredtico o C-terminales e inespecfficos o N-terminales, los 
cuales veloran tanto glucagdn como GLI. En la actualidad se acep— 
ta que estos dltimos reaccionan con el fragmento 2-23 comun a am-
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bas raoléculas hormonales, mientras que con el fragmento 24-29 so­
lo reaccionan/;los anticuerpos especf ficos, ya que la elongacidn - 
de la moldcula de GLI situada a continuacidn de la de glucagdn - 
enmascara dicha capacidad inmunoreactiva. Hay autores ( YAfiîAIMARA 
y col., 1979 ) que han confirmado esta idea, mostrando que el glu­
cagdn sintdtico acoplado al octapéptido C-terminal de la glicen- 
tina no reacciona con antisueros dirigidos contra la secuencia - 
24-29 de la moldcula de glucagdn.
El antisuero 30K, utilizado en este estudio para las de­
terminaciones de glucagdn, reacciona con esta zona C-terminal de - 
su moldcula no dando reacciones cruzadas con el GLI y siendo, por 
tanto, especffico para las valoraciones de la hormona pancreatica 
y posibles polipdptidos semejantes a ella existentes en otros te­
jidos. En cuanto al antisuero AG-10, es N-terminal y por tanto - 
valora tanto las concentraciones de glucagdn como las de GLI.
6,2.3.- Mdtodo
El diluente utilizado para todos los reactivos del inmu- 
noensayo fue tampdn de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,29% y 
suero bovino al 1%, ajustado a un pH de 8,8 con NaOH 2 N.
Como glucagdn estandar se utilizd glucagdn porcino alta­
mente purificado disuelto inicialmente en CIH 20 mM, hasta alcan— 
zar una concentracidn de 80 pg/ml y, posteriormente en agua desti­
lada hasta una concentracidn final de 20 pg/ml. Esta concentracidn 
fue contrastada por espectrofotometrfa, miciendo su absorcidn a - 
279 nm. Alfcuotas de esta solucidn fueron congeladas a -20^ 0.
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A partir de esta solucidn fueron préparados los distin­
tos puntos de la curva estandar por sucesivas diluciones hasta - 
obtener unas concentraciones de : 20,50,100,200,300,600,1000 y - 
2000 pg/ml.
Cada tubo del inmunoensayo contenfa :
0,5 ml de g l u c a g d n - ( 15 pg )
0,1 ml de trasylol ( 1000 KIU }
0,2 ml de los puntos de la curva estandar o de la muestra 
problems
0,4 ml de antisuero 30K ( dilucidn final : 1:80000 )
Para determinar la unidn no especffica de la hormone - 
[ cuentas registredas en ausencia del antisuero ) , en unos tubos 
contrôles se sustituyd el antisuero 30K por 0,4 ml de tampdn de 
glicocola. Siempre-se determind la unidn inespecîfica de la hor^ 
mona con muestras de la curva estandar y de las soluciones problè­
me.
Despuds de una incubacidn de 4 dfas a 49C, se anadid a 
cada tubo 0,2 ml de suero bovino, separdndose el glucagdn libre - 
del glucagdn unido al anticuerpo por la adicidn de 0,5 ml de una 
suspensidn de carbdn activado ( 0,5^ c } y dextrano T-70 [ 0,25^ 4 }, 
en tampdn de glicocola 0,2 M , pH 8,8, Los tubos fueron agitados 
e incubados de nuevo a 49C durante 45 minutes. Transcurrido este 
perfodo de tiempo, se centrifugaron en una centrffuga Internatio­
nal refrigerada a 3000 rpm durante 10 minutes. Los sobrenadantes 
fueron entonces aspirados con una trompa de vacfo y la cantidad de
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incluyeron tubos contrôles con muestras y de soluciones conocidas 
con objeto de determinar la unidn inespecffica.
Los tubos fueron incubados durante 4 dfas a 49C, pasados 
los cuales se les anadid 0,1 ml de suero bovino y 0,5 ml de una - 
mezcla de carbdn activado ( 0,9^ ) y dextrano T-70 ( 0,29^ ), e - 
incubados de nuevo a 4SC durante 43 minutes. Finalizado este pe­
rfodo de tiempo, la hormona unida fue séparada de la libre por - 
centrifugacidn ( 3000 rpm durante 10 minutos ) en une centrffuga 
International. La cantidad de hormona libre presente en los sedi- 
raentos fue determinada midiendo la radiactividad que presentaban 
con un contador Packard para radiaciones garruna.
Los cdlculos se realizaron de acuerdo con lo descrito en 
el apartado 6.2.4. El contenido de GLI en cualqiera ds las muestras 
examinadas fue calculado por sustracciôn de los valores determina- 
dos con el antisuero 30K de aquellos obtenidos con el anticuerpo 
AG—10•
6.4.- fladioinmunoensayo de insulina
Aunque existen numerosos mëtodos para la medicidn de la 
insulina, la mayorfa de los cuales son radioinmunoensayos en los 
cuales varfa el modo de separaciôn del antfgeno unido al anticuer­
po del antfgeno libre, nosotros utilizamos el mismo inmunoensayo, 
con algunas variaciones, que empleamos para la medicidn de gluca­
gon y GLI ( apartados 6.2 y 6.3 ), utilizando una mezcla de car- 
bOn y dextrano para la separaciOn de las hormonas libre y unida al 
anticuerpo
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6,4.2.- Caracterfsticas del antisuero
El antisuero utilizado ( 607/9 ) fue obtenido en cobayas 
tratados con insulina porcina segdn la técnica descrita previa- 
ments ( WRIGHT y col.,1968 ), Este antisuero fue liofilizado,re­
const it ui do en agua destilada y conservado en alfcuotas a una di- 
luciôn de 1:1000 a -2020.
6.4,3.- Método y calculas
El diluente empleado fue el mismo tampdn de glicocola - 
0,2 M, BSA al 0,25% , suero bovino 1% , pH 8,8 , utilizado en el 
apartado 6.2. para las deterrainaciones de glucagdn.
On prerequisito esencial en el ensayo es que la hormone 
presents en las muestras problems y las soluciones estandar com- 
pitan idénticamente para los sitios de unidn con el anticuerpo.- 
Esto es debido a la diferente reactividad inmunologica de la insu­
line perteneciente a animales de diverses especies, la cual es - 
especialmente cierto en la rata ya que, ademâs de las peculiari- 
dades interespecies citadas, poses dos mol^culas diferentes de - 
insulina y proinsulina. Como consecuencia de ello utilizamos solu­
ciones conocidas de insulina de estos animales ( Lab.Novo,Copehna- 
gen ) para confeccionar la curva estandar. Para las determinacio- 
nes en humanos utilizamos insulina de cerdo para la curva estan­
dar, ya que la insulina de ambas especies reaccionan de une for­
ma idéntica con el anticuerpo. Ambas curves estandar se constru- 
yeron-'con las siguientes concentraciones de insulina i 2,5 , 5 ,
10 , 20 , 30 , 40 , 60 , 100 , 200 y 400 pU/ml.
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En cada tubo del inmunoensayo se incluyeron los siguien­
tes coraponentes :
0,6 ml de insulina - ; 1 ( 50 pg )
0,2 ml de los distintos puntos de la curva estandar o mues-
tras problems
0,2 ml del antisuero 607/9 ( diluciôn final ; 1:500000 )
Al igual que para las deterrainaciones de glucagdn y GLI 
( apartados 6.2.4 y 6.3.2, ), se determind la unidn inespeûffica - 
de insulina con muestras problems y puntos de la curva estandar.
Todas las muestras se incubaron durante 2 dfas a 49C. -
Finalizado este periodo de tiempo, se anadieron a cada tubo de en­
sayo 0,2 ml de suero bovino y 0,5 ml de una suspensidn de carbdn - 
activado ( 3% ) y dextrano T-70 ( 0,25% ), mantenida en constante 
agitacidn en tampdn de glicocola 0,2 M , pH 8,8. Oespuds de una -
incubacidn a 42C durante 45 minutes, la horraona unida al anticuer-
po se separd de la libre mediante centrifugacidn a 3000 rpm en una 
centrifuge International. Oe una forma semejante a lo descrito en 
los apartados 6.2 y 6.3 en el precipitado obtenido se determind la 
radiactividad con la ayuda de un contador Packard para radiaciones 
gemma.
Los resultados fueron calculados mediante la representa-
cidn grdfica de los distintos puntos de la curva estandar frente -
125
al percentage de insulina - I unida al anticuerpo. La concentra- 
cidn de la horraona en las muestras problema fue obtenida por compa- 
racidn con estas curvas.
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7.- IDENTIFICACION DE LOS C0MP0NENTE5 INMUMOREACTIVOS PARA GLUCAGON 
GLI E BJSULINA EN EXTRACTOS EXTRAPANCREATICOS
7.1.- Caracterizacidn tras filtracjgn con Bio-Gel P-30
Los extractos obtenidos de acuerdo con lo descrito en el 
apartado 4. fueron purificados por crometografla en columna [ Ix 
60 cm ) de Bio-Gel P-30.
Con objeto de eliminar les particules de distinto taraaho 
que norraalmente poseen los geles y que provocarian distorsiones en 
los picos obtenidos, el gel fue lavado repetidas veces con agua 
destilada hasta conseguir una solucidn homogdnea de particules, 
despuds de lo caal se resuspendid en el tampdn de elucidn.
Las columnas fueron calibradas con azul dextrano, insu­
line - ^^ l^ y glucagdn - como marcadores de peso molecular, -
utilizdndose solo durante un periodo de 7 dias para evitar cual- 
quier distorsidn en los picos provocada por un mayor empaquetaraisn— 
to del gel. Estas columnas fueron eluidas bien en tampdn de glico­
cola 0,2 M conteniendo BSA al 0,25% y suero bovino al 1% a un pH - 
de 8,3 o en dcido acdtico 1 M.
7,1.1.- Elucidn con tampdn de glicocola
Los extractos fueron reconstituidos en tampdn de glico­
cola 0,2 M , BSA al 0,23% , suero bovino al 1% , pH 8,8. Muestras 
de 500—1000 pg fueron aplicadas a las columnas praviamente equili- 
bradas con 100 ml de este tampdn y eluidas a 490, rpsntsniendo un -
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ritmo de flujo de 0,12 - 0,16 ml/minuto. Con la ayuda de un co­
lector de fracciones LKB se recogieron fracciones de 1 ml en tu­
bes conteniendo 1000 KIU de trasylol. En muestras de estas frac­
ciones se determind el contenido de glucagdn, GLI e insulina se- 
gun el mdtodo del radioinmunoensayo descrito en los apartados -
6.2, 6.3 y 6.4.
7.1.2.1— Elucidn con dcido acdtico
Las columnas fueron équilibradas con 100 ml de dcido - 
acdtico 1 M, despuds de lo cual se les aplicaron muestras de 500 
a 1000 pg de los distintos extractos recoastituidos en este mis­
mo diluente.
El ritmo de flujo se mantuvo en 0,12 - 0,16 ml/minuto 
y se recogieron fracciones de 1 ml en tubas conteniendo 1000 Kill 
de trasylol. Las distintas fracciones obtenidas fueron liofili- 
zadas y reconstituidas en 1 ml de tampdn de glicocola 0,2 M , -
BSA al 0,25^ 4 , suero bovino al 1% , pH 8,8, para deterrainaciones 
de glucagdn y GLI.
7.2.- Caracterizacidn tras electroforesis en gel de poliacri- 
lamida
La electroforesis se llevd a cabo segdn la tdcnica de - 
Davis ( DAVIS , 1964 ) en geles conteniendo 7% de acrilamida. Es­
ta tdcnica proporciona un mdtodo excelente para la separacidn de 
las moldculas constituyentes de la muestra problema por : 1} di-
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ferencias entre las movilidades electrofordticas de ellas como 
consecuencia de su distinta carga sldctrica y 2) por diferencias 
en sus pesos moleculares, debido a que los poros de los geles - 
producen una separacidn diferencial de las moldculas segdn su - 
taraano.
Los geles fueron incluidos en tubos cilfndricos de vi- 
drio de 0,15 x 13 cm y constituidos en dos capas ; una de gel con 
poro grande sobre el que se depositd la muestra y un segundo gel 
de poro pequeno en el que tuvo lugar la separacidn electrofordti- 
ca. Todos los tubos fueron constituidos con el mismo material de 
vidrio y dimensiones semejantes , con objeto de evitar diferencias 
individuales por una distinta resistencia eldctrica.
La electroforesis se realizd con los tubos en posicidn 
vertical con sus extremes inicial y terminal suraergidos en cube- 
tas, de un material inerte no conductor, conteniendo la solucidn 
tampdn compuesta de Tris 4,9 mM, glicocola 40 mM, urea 4 M a un - 
pH de 3,3. En cada una de las cubetas se colocaron los electrodes 
de forma que los componentes de la muestra migraran hacia el gel 
de poro pequeno.
. Las soluciones base empleadas fueron las siguientes :
- Solucidn A _ Solucidn B
HCl 0,5 N liCl; 0,5 N
Tris 3 M ^ris 0,5 M
TEMED 0,02 M TEMED 0,04 m
pH 8,9 pH 6,7
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— Solucidn G - Solucidn 0
Acrilamida 4
Bis-acrilaraida 47 mM
Urea 8 M
- Solucidn E
Rivoflavina 0,1 mM
Acrilamida 1,4 mM
Bis-acrilamida 0,16 mM
- Solucidn F
Sacarosa 1,2 mM
Urea 6 M
Estas soluciones se mantuvieron a 490 en botelias color 
topacio durants un mdximo de 6 raeses. A partir de ellas, el mismo 
dfa de la electroforesis, se prepararon los geles de la siguiente 
forma :
- Solucidn de poro pequeno-I
Una parte de la solucidn A 
Dos partes de la solucidn C 
Una parte de agua 
pH 8,9
- Solucidn de poro pequeno-II
Persulfato amdnico 6 mM
Solucidn de poro grande
Una parte de la solucidn B 
Dos partes de la solucidn D
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Una parte de la solucidn E 
Cuatro partes de la solucidn F 
pH 6,7.
En primer lugar se prepard la columna del gel de poro - 
pequeno mezclando voldmenes iguales de las soluciones I y II y - 
anadiendo esta mezcla a los tubos correspondientes hasta una al- 
tura de 7 cm. Con objeto de eliminar la formacidn de un menisco - 
sobre la parte superior del gel se anadid una pequena capa de agua 
que se dejd fluir lentamente a travds de las paredes del tubo pa­
ra evitar posibles raezclas con la solucidn del gel. Inmediatamen— 
te despuds, los tubos fueron colocados debajo de una luz durante 
30-45 minutes. Transcurridos los primeras 5 minutes, se pudo - 
observar una dispersion de la luz en las soluciones indicando fo— 
topolimerizacidn dsl gel. Una vez conseguida esta, los tubos fue— 
ron invertidos sobre un papsl absorvente para eliminar la cape de 
agua, anadidndose a continuacidn la solucidn de poro grande hasta 
alcanzar una altura aproximada de 3 cm. Encima de ella se anadid 
de nuevo agua y se volvieron a dejar los geles bajo una luz duran­
te 60 - 90 minutes, pasados los cuales se decantd el ague y se de- 
jaron a temperatura ambiante durante 30 minutes antes de empezar 
la electroforesis.
Los tubos conteniendo los geles fueron insertados en sus 
adaptadores correspondientes con los extremes sumergidos en las — 
cubetas que contenfan la solucidn tampdn : Tris 4,9 mM, glicocola 
40 mM, urea 4VM, pH 8,3.
Alfcuotas de los extractos tisulares fueron reconstitui­
dos en un volumen de 0,1 ml de Tris 4,9 mM, glicocola 40 mM,urea
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4 M, pH 8,3. Como marcadores se utilizaron glucagdn cristalino e 
insulina porcina monocomponente disueltos en esta solucidn tam­
pdn a una concentracidn final de 20 pg/ml. Las soluciones conte­
niendo las muestras problema o los marcadores se introdujeron a 
travds de la solucidn tampdn dentro de los tubos conteniendo los 
geles y a unos 5 mm de la solucidn del gel permitiendo que se - 
formera una capa entre la superficie del gel y la solucidn tam­
pdn. En une de los geles se aplicd azul de bromofenol como con­
trol del tiempo de la electroforesis.
Una vez anadidas las muestras , se conectd la fuente - 
de alimentacidn a las terminales de los electrodes y se aplicd - 
una corriente de 2 - 5 mA/tubo. Cuando la banda de azul de bromo— 
fenol migrd hasta aproximadamente 0,5 cm dsl final del tubo, se 
desconectd la fuente de alimentacidn. Con una corriente de cerca 
de 4 mA/tubo el tiempo de la electroforesis fue de 3 horas.
Una vez finalizada esta, se vaciaron las cubetas conte­
niendo la solucidn tampdn y los tubos fueron liberados de sus — 
adaptadores. Los geles fueron extrafdos de los tubos con la ayuda 
de una jeringa inyectdndoles lentamente agua hasta que el extre- 
mo final del gel salid del tubo.
Los geles conteniendo las distintas muestras y los mar­
cadores fueron cortados en secciones de 2 mm las cuales fueron - 
transferidas a tubos de ensayo conteniendo 0,2 ml de tampdn de - 
glicocola 0,2 M , BSA al Ü,25^ /c , suero bovino al 1% , pH 8,8 . -
Estos tubos se mantuvieron a 49C durante 12 horas, pesadas las :- 
cuales se eliminaron los geles de los tubos y en los 0,2 ml de so­
lucidn tampdn se determind el contenido eg glucagdn y/o insulina.
La deteccidn de las bandas de glucagdn e insulina se
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llevd a cabo por tincidn de los geles con azul de coomassie pre- 
parado en dcido acdtico al 7 %, durante un rafnimo de 1 hora. Pa- 
sada esta, el colorante fue extrafdo del gel por sucesivos lava**», 
dos con dcido acdtico al 7 %.
8.- AGTIVIDAD BIOLOGICA DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO PRESEhJTE EN 
EXTRACTOS EXTRAPANCREATICOS
8.1.- Aislamiento de membranas hepaticas de rata
Las raembranas plasmdticas hepaticas fueron aisladas y 
parcialmente purificadas utilizando la tdcnica de Neville ( ^EVI- 
LLE, 1968 ) mediante centrifugacidn en gradients discontinue de 
sacarosa. Todos los pasos del proceso de purificacidn se reali- 
zaron a 0 - 49C.
Los hlgados se obtuvieron de ratas VVistar pesando en­
tre 150 - 250 gr. Los animales fueron sacrificados por un golpe 
en la cabeza y el hfgado fue inmediataraente extrafdo,liberdndolo 
de cualquier resto de tejido conectivo que pudiera acompanarls y 
troceado con unas tijeras.
El tejido fue homogeneizado con ocho pases rdpidos de 
dmbolo, cuatro de elles con un dmbolo ligero y otros cuatro con 
un dmbolo ajustado, despuds de lo cual el homogenado résultante 
fue diluido hasta 500 ml con sacarosa 0,25 M y filtrado sobre - 
gasa doble para eliminar posibles restos de tejido conectivo. - 
Esta suspensidn fue colocada en botellas de 500 ml y centrifuge— 
da a 1300xg durante 30 minutes. El sobrenadante se decantd con - 
cuidado y el precipitado sa resuspendid en el homogeneizador con
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très pases de dmbolo, anadidndole despuds sacarosa 69 % hasta con­
seguir una suspensidn sacarosa-homogenado al 44 % ajustada exacta- 
mente en un refractdmetro Bausch & Lorab.
De esta suspensidn se tomaron 15 ml que fueron transfe- 
ridos a tubos de nitrato de celulosa sobre los que, lentamente - 
para evitar mezclas y conseguir dos capas bien definidas, se fue­
ron anadiendo 10 ml de sacarosa 42,3 % ( verificada igualmente en 
el refractdmetro ). Los tubos conteniendo el gradients fueron en- 
tonces centrifugados en una ultracentrffuga Seckman, modelo L2- 
658, rotor SV/-27, a 25000 rpm durante 2 horas. Al cabo de este - 
tiempo, y con la ayuda de una espdtula, se recogieron las membra- 
nas, que se localizaron en forma de capa flotante sobre la super­
ficie del gradients. Las membranes fueron entonces homogeneizadas 
con una jeringa, resuspendidas en 35 ml de sacarosa 0,25 M y cen- 
trifugadas a 4^0 , en una centrifuge Sorvall, rotor SS 34 a 15000 
rpm durants 10 minutes. Finalizada la centrifugacidn , el sedimen- 
to fue resuspendido en sacarosa 0,25 M y conservado tal como se - 
detalla en si apartado 3.1.2.
8.1.1.- Grades de oureza de las membranes h^dticas de rata:
Actividad de la 5 ^nucleotidase y unidn de glucagdn - 
125mono — I a su receptor durante las distintas etapas 
del proceso de purificacidn
Los niveles de pureza de nuestra préparacidn se sstima-
ron raidiendo la actividad de la 5^nucleotidasa y la unidn de glu-
125cagdn mono - % a sus receptores en cada paso del proceso de
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purificacidn : homogenado, precipitado - 1500xg y fraccidn parcial­
mente purificada.
La S^nucleotidasa cataliza la hidrdlisis del fosfato de 
la moldcüla de 5*AMP y, por tanto, su actividad puede ser medida - 
por la liberacidn de adsnosina.
- Réactivas
- Tris-HCl 50 mM , pH 7,8
- MgClg . 6 HgO , 10 mM
- 5'"AMP , 10 mM
3- AMP - H ( actividad especlfica : 17 Ci/ramol }
La actividad de la 5"nucleotidasa fue determinada segdn 
el mdtodo de Avruch y Wallach ( AVRUCH y VJALLACH, 1971 ), en un - 
volumen total de 1 ml, conteniendo : 53 pmoles de Tris-HCl pH 7,8;
24-
0,2 pmoles de Mg , 0,2 pmoles de S'Af.'P , 20000 cpm de S^AMP—
3
H y 20 pg de protelna del homogenado, precipitado ^ 1500 x g o 
fraccidn parcialmente purificada. Paralelamente se pusieron unos 
tubos contrôles a los que no se les anadid protelna y un tubo pa­
ra determinar las cuentas totales.
La incubacidn se realizd a 3Q9C durante 15 minutes, pa- 
rdndose la reaccidn por la adicidn de 0,2 ml de SO^Zn 0,25 M y - 
Ba(OH)^ 0,25 M. Tanto las proteinas como el 5 A^MP no hidrolizado 
fueron precipitados mientras que la adenosina quedd en el sobrena­
dante .
Los tubos fueron entonces centrifugados en una centri­
fuge Beckman, modèle TJ-6RS, rotor TH-4, a 4000 rpm durante 10 -
76.
minutos. Se tomaron entonces alfcuotas de 0,5 ml del sobrenadante 
las cuales se contaron en 5 ml de liquida de centelleo Tolueno - 
Tritdn X-100 ( 2 : 1 ,  V/V ) conteniendo PPO ( 4 g/1 ) y POPGP - 
( 0,1 g/1 ).
Los resultados obtenidos fueron expresados como pmoles 
de S^ AM.P hidrolizados/mg de proteina/hora :
cpm de la muestra - cpm del bianco - „ ,  ^,, ..         X 0,2 pmoles AMP'X 1/mg x 1/hr.
cpm totales - cpm del bianco
La unidn de glucagdn mono - I se realizd tambidn en - 
los tres pasos del proceso de purificacidn de las membranas plas­
mdticas de higado, con objeto de tener otro indicador del grado de 
pureza de las preparaciones obtenidas.
Las incubaciones se llevaron a cabo en un volumen final
de 0,25 ml de Krebs Ringer fosfato BSA al 1 % , pH 7,5 , conte-
125niendo 45 pg de glucagdn mono — I y 40 - 60 pg de proteina, du­
rante 20 minutos a SO^ C. La unidn inespecifica de la hormona fue 
determinada par la adicidn de glucagdn cristalino en exceso ( 10 S). 
Al final de las incubaciones la hormona libre fue separada de la 
hormona unida al receptor por microfiltracidn tal como se indica 
en el apartado 8.2.2.
8.1,2.- Conservacidn de las membranes heodticas
Una vez realizado todo el proceso de purificacidn, las 
membranes hepdticas fueron conservadas a -263 sg en un tanque de 
nitrdgeno liquide ( Unidn Carbide, modelo 2R - 7 ). Las membranes
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asi conservadas mantienen su actividad bioldgica durante meses.
1258.2.- Desplazamiento del glucagdn mono - I unido a sus re­
ceptores hepdticos por alfcuotas de extractos pancredti- 
cos y extrapancredticos y glucagdn pancreatico cristalif^ -: 
no.
Dada la alta especificidad y afinidad del glucagdn por 
su receptor, estas propieriades pueden ser utilizadas para medir - 
la potencia bioldgica de muestras en las que se sospeche la pre- 
sencia de la hormona. Simultdneamente se deben realizar valoracio- 
nes con concentraciones conocidas de glucagdn cristalino, lo cual 
permitird cuantificar la actividad bioldgica de las muestras pro­
blème.
Este procedimiento experimental aventaja al radioinmuno- 
ensayo al dar una informacidn fidedigna sobre la cantidad total - 
de hormona activa, lo cual le dd una mayor importancia fisioldgi- 
ca. Utilizando un ensayo de " radiareceptores " en membranes hepd- 
ticas de rata, nosotros hemos podido detectar hasta 20 pg de glu­
cagdn.
8.2.1.- Caracterlsticas del ensayo bioldgico
El glucagdn cristalino estandar y las muestras problema 
fueron diluidas en Krebs Ringer fosfato conteniendo BSA al 1 % 
pH 7,5.
Tubos de ensayo con un volumen total de 0,5 ml de Krebs
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Ringer fosfato, pH 7,5 , conteniendo 20 - 5000 pg/ml de glucagdn 
cristalino estandar o de glucagdn, previamente determinado por ra- 
dioinmunoensayo, de los extractos tisulares y 50 - 100 pg de pro­
teina de raembranas hepdticas, fueron incubados durante 30 minutos
a 2Q9C. Despuds de este periodo de tiempo se anadieron 50 pg de - 
125glucagdn mono - I, continudndose la incubacidn durante otros - 
15 minutos. Finalizada esta segunda incubacidn, los contenidos de 
los tubos de ensayo fueron diluidos por la adicidn de 1 ral de - 
Krebs Ringer fosfato conteniendo BSA al 1 %, pH 7,5. Inraediataraen- 
te despuds, la horraona libre fue separada de la horraona unida al 
receptor por microfiltracidn tal como se indica en el apartado - 
8.2.2.
Para los cdlculos hemos representado el tanto por ciento 
de glucagdn mono - I aspecificamente unido a las raembranas he— 
pdticas en funcidn de la concentracidn de horraona no marcada. La - 
unidn obtenida con conci 
derd como inespecifica.
—5
centraciones de glucagdn de 10 M se consi-
8.2.2.— Separacidn de la horraona unida al receptor de la hor­
mona libre
El mdtodo empleado para la separacidn de la horraona libre 
de la horraona unida al receptor fue la microfiltracidn utilizando - 
filtros 0X010 de acetato de celulosa con un tamano de poro de 0,45 
pm. Con objeto de evitar la adsorcidn de la horraona al filtra,es­
tos fueron sumergidos en Krebs Ringer fosfato conteniendo BSA al 
10 %, al menos 1 hora antes de ser utilizadas. Una vez terminada
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la microfiltracidn los filtros, conteniendo la horraona unida al 
receptor, fueron contados en un contador Packard para radiacio­
nes gamma.
9.- BID5INTESI5 DE GLUCAGDN
9.1.- Estudios en ratas
9.1.1.- Obtencidn de cdlulas aisladas de gldndulas submaxila­
res y timo
El mdtodo empleado fue la digestidn enzimdtica con cola- 
genasa. Para ello, se utilizaron ratas VVistar hembras pesando en­
tre 200 - 250 gr con un ayuno de 12 - 18 horas. Una vez anestesia- 
dos los animales, se les extrajeron rdpidamente el timo y las gldn- 
dulas submaxilares que fueron colocados en una plaça Pétri y cor­
tados muy finamente con unas tijeras. El tejido fue entonces colo- 
cado en 30 ral de Krebs Ringer bicarbonate BSA al 1 %, conteniendo 
30 mg de colagenasa tipo I y agita do e 379 C durante 3.10 minutos en 
una.i: atradsfera de 0^ y COg ( 95 % : 5 % ). Pasado este tiempo se 
filtrd el sobrenadante por gasa doble y al resto del tejido se le 
anadieron 30 ral de Krebs Ringer bicarbonate BSA al 1% , contenien­
do 15 mg de colagenasa, mantenidndolo de nuevo a 379C durante 10 - 
minutos. Los filtrados obtenidos después de las dos incubaciones 
fueron mezclados y las cdlulas incluidas en ellos se lavaron tres 
veces mediante centrifugacidn a 200 x g durante 30 segundos. El - 
precipitado final fue resuspendido en 10 ml de Krebs Ringer bicar- 
bonato , previamente oxigenado con 0^ y CO^ ( 95 % : 5 % ) y -
80,
biblioteca
mantenido a 490.
La viabilidad obtenida con este mdtodo, medida por ex­
clusion con azul tripdn 0,5 %, fue de un 85 % - 95 %.
9.1,2.- Aislamiento de hepatocitos
El mdtodo empleado para la obtencidn de hepatocitos fue 
un sistema de perfusidn del higado intacto con un tampdn contenien­
do colagenasa. El medio fue perfundido con la ayuda de una bomba 
peristaltica, SAGE 375 - A, manteniendo un ritmo de flujo de 35ml/ 
min. Los tampones utilizados fueron mantenidos en una atmdsfera de 
Og y COg ( 95 % : 5 % ], a 3790 antes de realizar el experimento y 
durante todo el tiempo que durd la perfusidn.
Se utilizaron ratas hembras Wistar pesando entre 200-500 
gr, con un ayuno de 12-18 horas. Una vez anestesiados los animales 
en una atmdsfera de dter et£lico,se les practicd una incisidn me­
dia abdominal, apartdndose el paquete intestinal hacia el lado iz- 
quierdo con objeto da exponer las venas porta - hepdtica y cava 
inferior. Inmediatamente despuds la vena porta fue canulada, prec- 
ticdndose una ligadura aIrededor de ella justo antes de su entrada 
en el higado. La vena cava inferior fue entonces seccionade permi­
tiendo, de esta forma, que el liquido de perfusidn escapara por - 
esta via.
La perfusidn fue programada de la siguiente manera : en
primer lugar se perfundid con Krebs Ringer bicarbonate, libre de -
2 4- 24-
Ca y Mg , pH 7,4 , conteniendo 0,33 mg/ml de EOTA , durante 4 
minutos , para despuds hacerlo con Krebs Ringer bicarbonato, libre
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de Mg , pH 7,4 , conteniendo 0,22 mg/ml de colagenasa tipo I. 
Cinco minutos despuds de comenzar la perfusidn con la enzima, el 
higado fue extraido y troceado en una plaça Petri que contenia 20 
ml de Krebs Ringer bicarbonato. A continuacidn, los hepatocitos - 
fueron liberados de los pequehos trozos da higado tras agitacidn 
bajo una atmdsfera de 0^ y 00^ ( 95 % ; 5% ), durante 5 minutos. 
La suspensidn asi obtenida fue filtrada a travds de una gasa do­
ble suspendida sobre un tubo de centrifuga, lavdndose las cdlulas 
tres veces en Krebs Ringer bicarbonato , dH 7,4 , mediante centri­
fugacidn a 200 X g durante 30 segundos. El precipitado final fue 
resuspendido en 20 — 30 ml de Krebs Ringer bicarbonato , pH 7,4 - 
y mantenido a 490 hasta su utilizacidn.
La viabilidad celular, medida por exclusidn con azul - 
tripdn al 0,5 %, fue de 80 % - 90 %.
9.1.3.— Procedimiento seguido en las incubaciones de cdlulas
3
aisladas o trozos de tejido con triptdfano - H
Todas las incubaciones se realizaron a 3790 en un bano - 
metabdlico con agitacidn continua y bajo una atmdsfera de 0^ V CO^ 
( 95 % ; 5 % ).
Las cdlulas ( 2x10 - 10 ) o trozos de tejido (2 0 - 5 0
mg } fueron incubados en 1 ml de Krebs Ringer bicarbonato conte­
niendo BSA al 1 % y suplementado con glucosa ( 1 mg/ml ). Despuds
3
de 20 minutos de incubacidn se anadieron 25 pi de triptdfano - H 
( actividad especffica : 6 Ci/mmol ; 1 mOi/ml ) y se mantuvieron 
en estas condiciones durante 1,2,4 o 6 horas. En algunas incuba-
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clones, se anadieron al medio 1000 KIU de trasylol.
Con objeto de conseguir una inhibicidn de la incorpora- 
3cidn de triptdfano - H en prôteînas, cdlulas de las gldndulas - 
. 6 ,
subroaxilares ( 1 x 10 J fueron incubadas con 25 pCi da triptdfa- 
3
no — H durante 2 horas, despuds de las cuales se ahadid al medio 
cicloheximida ( 100 pg/ml ], o bien el medio fue centrifugedo y - 
el precipitado résultante resuspendido en un medio nuevo contenien­
do 1 mg de triptdfano no radiactivo, continudndose las incubacio­
nes durante otras 2 horas. Esta concentracidn de cicloheximida fue 
suficiente para bloquear la sfntesis de prôteînas.
Finalizedes las incubaciones, el medio con las cdlulas 
fue precipitado por la adicidn de 1 ml de TCA al 20 %. Los tubos 
fueron centrifugados en una centrîfuga Beckman TJ - fflS, rotor - 
TH-4, a 3000 rpm durante 10 minutos, y el precipitado résultan­
te fue extraido con una solucidn alcohol - dcida, de acuerdo con 
el mdtodo descrito en el apartado 4.
Los medios conteniendo trozos de tejido se homogeneiza- 
ron en solucidn alcohol - dcida y se extrajeron segdn se indica - 
en el apartado 4.
9.1.4.- Purificacidn percial de las formas inmunoreactivas de 
glucagdn extrapancredtico
Los extractos obtenidos ( apartado 9.1.3. ) se resuspen- 
dieron en tampdn de glicocola 0,2 M , conteniendo BSA al 0,25 % y 
suero bovina al 1 % , pH 8,8 o en dcido acdtico 1 M, y se croma- 
tografiaron a 490 an columnas [ 1 cm x 60 cm ) de Bio-Gel P-30, -
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équilibradas con tampdn de glicocola 0,2 M , pH 8,8 o con dcido
acdtico 1 M, El ritmo de flujo fue de 0,12-0,16 ml/minuto. Con
la ayuda de un colector LKB se recogieron fracciones de 1 ml. Las
125columnas fueron calibradas con azul dextrano, glucagdn mono - I 
125e insulina mono I como marcadores de peso molecular.
En uno de los extractos cromatografiados, alfcuotas de 
las fracciones 1 2 — 20 , correspondientes al pico de mayor peso - 
molecular, fueron mezcladas y liofilizadas. Despuds de su resus- 
pensidn en tampdn de glicocola 0,2 M , conteniendo BSA al 0,25 % 
y suero bovino al 1 %, pH 8,8 , fueron tratadas con tripsina (Ipg/ 
ml )-a 379c durante 20 minutos. La reaccidn fue parada por la adi­
cidn de 50 pi de dcido acdtico y el tubo conteniendo la solucidn 
se sumergid en bano marfa durante 5 segundos, despuds de lo cual, 
se volvid a repetir la cromatograffa en la misma columna de Bio - 
Gel P—30,
3
9,1.5, Deteccidn de polipdptidos-H inmunoreactivos con el — 
anticuerpo 30K
El contenido en glucagdn inraunoreactivo en las distintas 
fracciones obtenidas de la cromatograffa, fue determinado utilizan— 
do una tdcnica de doble anticuerpo con suero anti - conejo obtenido 
en la cabra como segundo anticuerpo y empleando como primer anti­
cuerpo el 30K.
La unidn al anticuerpo se llevd a cabo por la incubacidn 
a 379C durante 1 hora de alfcuotas de las distintas fracciones - 
con trasylol ( 1000 KHJ/ml ) y antisuero 30K ( dilucidn final :
1 : 20000 ), en un volumen final de 1 ml. La hormona unida al anti-
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cuerpo fue precipitada por la adicidn del segundo anticuerpo ( di— 
lucidn 1 : 250 ). Los tubos fueron entonces incubados a 49C duran­
te 48 horas y centrifugados en una centrnifuga Beckman TJ - 6RS, - 
rotor TH-4, a 3000 rpm durante 30 minutos. El precipitado contenien­
do el complejo hormona - anticuerpo, fue disuelto en 1 ral de OHNa 
0,05 M y mezclado con 10 ml de tolueno - tritdn X -100 ( 2 : 1 ) - 
conteniendo PPO ( 4 g/1 ) y POPOP ( 0,1 g/1 ).
9.2,- Biosfntesis de glucagdn por las gldndulas salivares huma- 
nas
Trozos de gldndulas submaxilares y pardtidas obtenidas en 
el quirdfano, fueron inmediatamente sumergidos en Krebs Ringer bi­
carbonato conteniendo BSA al 1 %, cortados en pequenas porciones y 
con la ayuda de unas tijeras . Los procedimientos expérimentales - 
seguidos para la obtencidn de cdlulas, incubaciones, purificacidn y 
determinacidn de glucagdn, fueron semejantes a los ya descritos pa­
ra la rata.
10.- FACTORES QUE MODULAN LA SECRECIOM DE GLUCAGON EXTRAPANCREATICO
10.1- Estudios in vivo
10,1.1.— Secrecidn de glucagdn extrapancredtico en condiciones 
basales y tras la sobrecarga intravenosa de arginina 
en perros
Despuds de que los perros fuesen intervenidos quirdrgi-
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camente [ apartado 3 ), se tomaron muestras de sangre antes, duran­
te y despuds de la administracidn intravenosa de arginina ( 0,5 g / 
Kg de peso corporal ]• Estas muestras fueron centrifugadas on una - 
centrffuga Beckman TJ - GAS, rotor TH - 4,a 3000 rpm durante 10 mi­
nutos .
En los plasmas obtenidos se determinaron las concentra­
ciones de glucagdn mediante radioirwiunoensayo con el anticuerpo 30K 
segun se detalla en el apartado 6.2.
10.2.- Estudios in vitro
10.2.1.- Control de la secrecidn de glucagdn en cdlulas aisla­
das y trozos de tejido de la rata o cdlulas aisladas
de gldndulas salivares humanas
Cdlulas aisladas ( 2 x 10 ) o trozos de tejido ( 2 0-60
mg ) fueron transferidos a viales que contenfan 1 ml de Krebs Rin­
ger bicarbonato BSA al 1 % , previamente gaseado con 0^ y CO^ (95%; 
5% ) conteniendo trasylol ( 1000 KIU ). La incubacidn se realizd a 
379C en un bano metabdlico con agitacidn y en una atmdsfera de 0^ V 
00^ ( 95 % ; 5 %). En algunos viales el medio estaba enriquecido - 
con glucosa ( 30 , 100 o 300 nVg/ml ) , arginina ( 5 mM ) , noradre- 
nalina ( 5 pg } o iosulina porcina monocomponente ( 5 pg ).
Despuds de 2 horas de incubacidn las cdlulas o trozos de 
tejido fueron desechados y en el medio de incubacidn se determind 
la concentracidn de glucagdn por radioinmunoensayo con laz ayuda - 
del anticuerpo 3CK.
R E S U L T A D O S
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1.- CONCENTRACIONES DE GLUCOSA , GLUCAGON , GLI E-INSULINA EN EL 
PLASMA DE RATAS CONTROLES Y DIABETICAS
En ratas diabéticas , las concentraciones en plasma de 
glucosa y glucagdn ( 381î 21 mg/lOO ml y 0,23î 0,02 ng/ral, res- 
pectivamente ) fueron encontradas slevadas y las de insulina - 
( 101.1,1 pU/ml ) disminuidas, en comparacidn con los valores - 
obtenidos en las ratas contrôles ( 120i 16 mg/100 ml , 0,161 0,02 
ng/ml y 60,61 10,7 pU/ml, de glucosa, glucagdn e insulina, res- 
pectivamente ) ( Tabla 1 ). Estas diferencias fueron estadîsti- 
camente significatives ( glucosa ; P < 0,01 , insulina:P<0,01 , - 
glucagdn ; P < 0,05 ),
Las concentraciones de GLI tambidn fueron encontradas — 
elavadas en las ratas diabdticas i 0,81 0,1 ng/ml frente a los - 
0,7 1 0,06 ng/ml determinados en las ratas contrôles, aunque la - 
diferencia entre ambos valores no fue estadfsticamente significa­
tive.
2.- DISTRISUCION TISULAR DE GLUCAGON , GLI E INSULINA
2.1.- Ratas contrôles
En un intento por conocer las fuentes productoras de • 
glucagdn, insulina y GLI, en extractos dcido - alcohdlicos de di­
ferentes tejidos de la rata, se determinaron las concentraciones 
de estas hormones en una amplia variedad de ellos.
TABLA 1
CONCENTRACIONES EN PLASMA DE GLUCOSA,GLUCAGON,GLI E INSULINA EN RATAS 
CONTROLES Y DIABETICAS.MEDIAtES.N-10.
Peso corporal Glucosa Glucagon GLI insulina
(grs) (mg/lüOml) (ng/ml) (ng/ml) (pU/ml)
Contrôles 13314 120H6 0.16+0.02 0.710.06 60.6110.7
Oiafaeticas 13717 *"^ 381:21 ^0.23:0.02 0.810.1"^ 10.OU.1Vf.
^ P<0.05
* 4= PCD.01
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En très de estos tejidos : hipütâlamo, hfgado:y mucosa 
esofâgica, no se pudo detectar la presencia de ninguna de estas 
hormonas.
En ratas contrôles ( Tabla 2 ), el mayor contenido de - 
glucagdn fue encontredo en el pâncreas, seguido de la mucosa gas­
trointestinal. Dentro del tracto gastrointestinal, la concentra- 
cidn hormonal fue escasa en el estdmago e intestino delgado su­
perior y significativamente mâs elevada en el yeyuno e iléon - 
( 2,75 10,44 ng de glucag6n/mg ). El timo fue, después de la mu­
cosa gastrointestinal, el drgano con un mayor contenido de glu- 
cagdn ( 2,79 ng }, seguido de las glândulas salivares ( 1,48 ng ) 
y, en mucho mener grade, del tiroides ( 0,28 ng ), glandulas su- 
prarrenales ( 0,25 ng ) e hipdfisis ( 0,20 ng ),
Con objeto de determinar el contenido en GLI de los ex-
tractos tisulares, utilizamos en el inmunoensayo el antisuero AG­
IO, que tiene capacidad de unidn con el glucagdn y con polipdpti- 
dos de origen intestinal. Por tanto, si los resultados obtenidos 
con ambos antisueros ( 30K y AG - 10 ) se expresan a travds de un 
cociente glucagdn/GLI , los valores inferiores a la unidad indi- 
carân la presencia de GLI. De acuerdo con elle,en la Tabla 2 po-
demos observer que el mayor contenido de GLI se encuentra en la —
porcidn post-duodenal de la mucosa intestinal. Asimisrao cantida- 
des significatives, aunque menores, de estos péptidos fueron en— 
contrades en el timo, glândulas salivares e hipôfisis. Tanto en - 
el pancréas como en el tiroides no se detects la presencia de — 
GLI.
Por otra parte, cuando el glucagdn se extrajo con una -
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TABLA 2
DISTRiauCION TISUU\R DE GLUCAGON Y GLI EN RATAS CONTROLES.MEOIA±Eo.N»lü
Peso drgano 
(nig)
Glucagon
(ng/lOOmg
tejido)
GLI Cociente
(ng/lOOmg glucagon/GLI 
tejido)
Estdmago 21318 1,7110,15 1,6010,16 1,06
Duodeno 314126 0,9510,11 2,3610,53 0,40
Yeyuno 719149 1,8910,21 13,8012,38 0,14
Iléon 763i54 2,7510,44 42,02110,6 0,06
Colon recto 214123 1,9810,42 27,50:4,43 0,07
Pardtidas 229120 0,4110,05 0,60:0,13 0,68
S u bmaxilares 221116 0,23:0,03 0,35:0,08 0,65
Sublinguales 5716 0,6510,06 1,52:0,30 0,43
Pancreas 704151 645,15192,8 561,00:89,10 1,15
Timo 374141 0,75:0,09 1,8410,30 0,41
Suprarrenales 2912 0,8610,13 1,8010,46 0,48
Tiroides 1211 2,4310,90 2,50:0,84 0,97
Hipdfisis 510,3 4,0110,60 6,0611,32 0,66
Rinones 601-22 0,0910,01 0,21^0,04 0,43
Las hormonas fueron medidas en alfcuotas de extractos dcido—alcohdlicos
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solucidn salina acidificada con HCl hasta un pH da 2,8 , los va­
lores de glucagdn disminuyeron sensiblemente en la mayoria de los 
drganos estudiados, posiblemente como consecuencia del mayor po^ 
der degradativo de este medio en relacidn a las soluciones dcido 
alcohdlicas,( tabla 3 ). Sin embargo, en las gldndulas submaxi- 
lares se observd un gran incremento en las concentraciones de - 
esta hormona, pudidndose detectar 66 veces més cantidad de gluca- 
gdn que cuando la extraccidn se realizd con una solucidn dcido - 
alcohdlica. El timo fue otro de los drganos en los que se elevd 
la cantidad detectada de glucagdn ( 6,99 ng en extractos dcido - 
salinos frente a los 2,79 ng hallados en los extractos dcido-al- 
cohdlicos.
En contraste con la amplia distribucidn tisular del glu- 
cagdn y GLI, la insulina solo pudo ser detectada en el pâncreas - 
( 21037 ng ) y, en muy pequena cantidad en el timo ( 17,89 ng ] - 
( Tabla 4 ).
2.2.- Ratas diabdticas
En ratas hechas diabdticas por la administracidn intra- 
cardiaca de estreptozotocina, el contenido de glucagdn en los dis- 
tintos drganos no se modified significativamente en relacidn a los 
valores encontrados en las ratas contrôles f Tabla 5 ). Sin embar­
go, las concentraciones de GLI fueron mds elavadas en la mucosa - 
gastrointestinal, gldndulas salivares, hipdfisis y tiroides de - 
las ratas diabdticas.
Por otra parte, las concentraciones de insulina descen-
TABLA 3
DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON INMUNOREACTIVO MEDIDÜ EN EXTRACTOS 
ACIDO-ALCOHOLICOS Y ACIDO-SALINOS. kEDIAlES. N»10.
Glucagdn (ng/drgano)
Acido—alcohdlico Acido—salino
Estdmago 3,65i0,32 1,30:0,20
Duodeno 2,88+0,28 4,8710,85
Yeyuno 14,4011,38 9,3211,50
Iléon 20,19:2,94 7,0010,71
Pardtidas 0,6110,06 1,9410,32
Submaxilares 0,49:0,07 32,5016,43
Pancreas 4398,981710,90 137,33:25,13
Timo 2,79:0,46 6,9910,84
Suprarrenales 0,25:0,04 NO
Tiroides 0,28+0,05 ND
Hipdfisis 0,2010,02 ND
Rinones 0,54:0,06 ND
P4D«= no detectado
TABLA 4
CO^ ’^ENIDO DE INSULINA EN PANCREAS Y TIMO DE RATAS CONTROLES Y DIABETI* 
CAS. MEDIATES. N«10.
Organo Ratas contrôles Ratas diabdticas
ng/lOOmg tejido ng/drgano ng/lOOmg tejido ng/drgano
Pancreas 2818:295 21.037:2911 8,9611,67 86,4:17,7
Timo 5t0,8 17,89:3,07 7,22:1,38 19,5:4,1
La hormona fue medida en alîcuotas de extractos écido—alcohfilicos.
TABLA 5
DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON Y GLI EN RATAS DIABETICAS.MEDIATES.N=10.
Peso drgano 
(mg)
Glucagdn
(ng/lOOmg 
tejido)
GLI
(ng/lOOmg 
tejido)
Cociente
glucagon/GL:
Estdmago 215:13 1,58+0,15 3,40:0,74 0,46
Duodeno 284123 1,3110,16 7,19:1,49 0,18
Yeyuno 664145 1,85:0,23 33,80:4,35 0,05
Iléon 645:81 2,3110,44 31,50:^ 5,03 0,07
Colon Recto 194115 2,35:0,59 77,70124,36 0,03
Pardtidas 190118 0,36:0,09 1,5810,37 0,23
Submaxilares 188:9 0,37:0,06 0,81±0,22 0,46
Sublinguales 4714 1,04:0,28 2,20±0,42 0,47
Pancreas 917172 552,141101,38 624,60:75,20 0,90
Timo 287:31 0,73:0,09 1,35:0,17 0,54
Suprarrenales 35 ±2 0,55:0,11 1,21:0,16 0,45
Tiroides 13:1 2,87±0,42 4,55:0,74 0,63
Hipdfisis 610,3 4,63:0,90 17,3016,19 0,27
Rinones 721:21 0,06:0,01 0,58:0,17 0,11
Las hormonas fueron medidas en alîcuotas de extractos dcido—alcohdlicos.
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dieron de 21037 ng en el pâncreas de ratas contrôles a valores - 
minimos ( 86 ng ) en el pâncreas de animales diabâticos ( Tabla 
4 ). No se pudo observer este mismo fenâmeno en el timo, conser- 
vando los animales diabâticos los raismos valores, e incluso su- 
periores, de insulina que los animales no sometidos a tratamien*?: 
to con estreptozotocina.
3.- CARACTERES DISTIhfTIVOS I^ JTERESPECIES EN LA DISTRIBJCION TISU­
LAR DEL GLUCAGON EXTRAPANCREATICO
Las glândulas salivares de humanos y el tiroides y glân- 
dulas submaxilares de perros fueron homogeneizados y extraidos - 
segân se indice en Materiales y Mâtodos y el contenido total de - 
glucagdn fue estimado y comparado con los valores obtenidos en la 
rata ( Tabla 6 ).
Inmunoreactividad para el glucagdn se detectd en las - 
très especies estudiadas y se pudo observer que, en general, los 
tejidos extrafdos con salino - acidificado poseîan valores mâs - 
elevados de esta hormona que los tejidos extrafdos con âcido —sa­
lino.
Los extractos salinos de las glândulas submaxilares de - 
rata son, sin lugar a dudas, los que poseen un contenido mâs ele- 
vado en glucagdn ( 165 : 30,5 ng/g de tejido ),seguidos por los de 
humanos ( 18,5T 2,5 ng/g de tejido ) y , finalmente, los de perro 
con cantidades muy inferiores ( 1,48: 0,36 ng/g de tejido ).
Las cantidades de glucagdn inmunoreactivo encontradas en
TABLA 6
DISTRIBUCION TISULAR DE GLUCAGON INMUNOREACTIVO EN EXTRACTOS ACIDO- 
ALCOHOLICOS Y ACIDQ-SALINOS DE PERRO,RATA Y HUMANOS. MEDIATES.
Especie Organos Glucagon(rg/g tejido) 
Acido—alcohdlico Acido-salino
Rata Gl.Sufc»naxilares
(N*10) G1.Pardtidas
Tiroides
2,310,3
4,110,5
24,3+9,0
165+30,5
9,721,5
ND
Perro Gl.Submaxilares
(N*5) Tiroides
0,98+0,12
1,110,25
1,48:0,36
1,86:0,36
Humanos •^ u^broaxilares 8,9+1,2 
2,911,3
18,50:2,50
3,50:0,30
NO = No detectado
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las glândulas pardtidas, tanto de ratas como humanas, fueron tarn- 
biân muy elevadas cuando las determinaciones se realizaron en ex­
tractos âcido - salinos, a pesar de que las concentraciones detec­
ts das fueron muy inferiores a las de las glândulas submaxilares.
Mientras que los extractos salinos del tiroides de perro 
presentaban una pequena elevacidn de su contenido en glucagdn - 
frente a extractos alcohol - âcidos, en el tiroides de la rata no 
se detectd glucagdn inmunoreactivo cuando fue extrafdo con âcido- 
salino. Teniendo en cuenta que la degradacidn de la hormona en - 
los extractos âcido - salinos ( 71 ^  ) es muy superior a la que - 
tiene lugar en extractos alcohol - âcidos ( 1 - 3 % ), esta faite 
aparente de glucagdn en los extractos âcido - salinos del tiroides 
de rata puede ser la consecuencia de una activacidn del proceso - 
degradativo.
4.- CARACTERIZACIDN D£ LAS FORMAS INMUNOREACTIVAS PE GLUCAGON, GLI 
E INSULINA PE ORIGEN PANCREATICO 0 EXTRAPANCREATICO
4.1.— Fraccionamiento cromatogrâfico
4.1.1.- Fraccionamiento cromatogrâfico de las formas inmuno- 
reactivas de glucagdn
La Fig 4 muestra la distribucidn de la inmunoreactividad 
para glucagdn ( determinada con el anticuerpo 30K ) en extractos - 
âcido - alcohdlicos de pâncreas, yeyuno, timo y glândulas submaxi­
lares de rata despuâs de la cromatograffa en columnas ( 1 cm x 60
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Figura 4.- PERFILES CROfcWTOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO PRE­
SENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE PANCREAS, TIMO, 
YEYUNO Y GLANDULAS SUBMAXILARES.
Alicuotas de los extractos fueron aplicadas a columnas 
( 1 cm X 60 cm ) de Bio-Gel P-30 équilibradas con tampdn de glicocola 
0,2 M, conteniendo B3A al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH 6,8. Las 
fracciones recogidas fueron de 1 ml ; en alîcuotas de ellas se detsr- 
mind el contenido en glucagdn con la ayuda del anticuerpo 30K.
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cm ) de Bio-Gel P-30, elufdas con tampdn de glicocola 0,2 M, con— 
teniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 ^ ,a un pH de 8,8.
En el pâncreas oerca del 90 % de la inmunoreactividad —
apaireciâ en la zona correspondiente a un peso molecular de 3500 -
125
daltons ( zona de eluciân del marcador ; glucagdn - I ). En -
extractos de yeyuno y glândulas submaxilares,el principal pico -
125
inmunoreactivo eluyd en la zona del marcador glucagdn - ï,elu-
125
yendo los restantes en zonas anteriores al marcador insulina - I.
En cuanto a los extractos de timo, el pico inmunoreactivo princi­
pal eluyd en el volumen vacfo de la columna.
Comparando las grâficas obtenidas utilizando extractos - 
âcido — alcohdlicos con las obtenidas mediante la extraccidn con - 
âcido — salino ( Fig 5), se puede observar una distribucidn seme- 
jante de cuatro picos inmunoreactivos para glucagdn, similares a 
los descritos previamente por Valverde y col ( VALVERDE y col., -
1970 ) en plasma de humanos y animales de experimentacidn. Estos - 
picos se distribuyen de la siguiente forma :
Pico I, de alto peso molecular, presents en el volumen - 
vacîo de la columna. Pico H, correspondiente aproximadamente a la 
zona de peso molecular de 9000 dalton . Pico III, con un peso mo­
lecular de 3500 dalton , correspondiente al lugar de elucidn del - 
glucagdn, y pico IV, con un peso molecular inferior a'3000 dalton .
Para eliminar la posibilidad de que los picos I y II, de 
alto peso molecular, fueran agregaciones de pâptidos unidos no co- 
valentemente, se realizd una cromatografîa en columnas ( 1 x 60 cm) 
de Bio-Gel P—30 eluîdas con âcido acâtico 1 M [ Fig 6 ). El trata- 
miento con âcido acâtico prâcticamente no modified el perfil de —
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Figura S.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO 
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO-ALCOHOLICOS Y SALINO - 
ACIDIFICADO DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA.
Allcuotas de los extractos fueron aplicadas a colum- 
oas ( 1 cmx6G cm ) de Bio-Gel P-30 équilibradas cc tampdn de gli­
cocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 °/o , pH
8,8. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alîcuotas de ellas se 
det ermtnd el contenido en glucagdn con la ayuda del antisuero 30K. 
Panel A : Timo , extraccidn acido - alcohdlica. Panel B : Timo, ex- 
tracnidn acido — salina. Panel C : Gl. submaxilares, extraccidn — 
dcido - alcohdlica. Panel D : Gl. submaxilares, extraccidn dcido - 
salina.
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Figura 6.- PERFILES CROfclATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO 
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS Y ACIDO - 
SALINO DE TIMO Y GLANDULAS SU0MXILARES DE RATA.
Allcuotas de los extractos fueron aplicadas a colum­
nas ( 1 X GO cm ) de 8io-Gel P-30, équilibradas con dcido acdtico 
1 M. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alfcuotas de ellas, se 
determind el contenido en glucagdn con la ayuda del anticuerpo 30K, 
Panel A ; Timo , extraccidn dcido - alcohdlica. Panel B ; Timo ; 
extraccidn dcido — salina. Panel C : Gl. submaxilares, extraccidn 
acido - alcohdlica. Panel D : Gl. submaxilares, extraccidn dcido- 
salina.
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elucidn de los extractos, obtenidndose como en el caso de la elu­
cidn con tampdn de glicocola 0,2 M, cuatro picos bien diferencia- 
dos tanto en extractos dcido - alcohdlicos como en extractos dci­
do - salinos.
En la Fig 7 se presentan los perfiles cromatogrdficos - 
obtenidos con extractos dcido - alcohdlicos de gldndulas submaxi­
lares huraanas. En las grdficas obtenidas se pudo observer siempre 
un pico inmunoreactivo principal que eluyd en la zona correspon­
diente a un peso molecular de 3500 dalton .
4,1,2.- Fraccionamiento cromatogrdfico de las formas inmuno- 
reactivas de GLI
La Fig 8 représenta los perfiles cromatogrdficos obteni­
dos cuando alîcuotas de extractos dcido - alcohdlicos de yeyuno, - 
timo y gldndulas submaxilares de rata fueron cromatografiados en - 
columnas [ 1 cm x 60 cm ) de Bio-Gel P-30. En los eluldos de estos
extractos se determind la inmunoreactividad que presentaban con el
anticuerpo AG - 10.
Como en el caso del glucagdn, se obtuvieron varies picos
inmunoreactivos, uno de los cuales elula siempre en la zona del -
12Smarcador glucagdn - . I, observdndose sin embargo picos adiciona- 
les.
En el caso de la cromatografla en estas mismas columnas
de extractos de gldndulas salivares humanas ( Fig 9 ), se obtuvo -
tambidn una amplia distribucidn de picos inmunoreactivos con el -
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Figura 7.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS OE GLANDULAS 
SUBMAXILARES HUMANAS.
Alîcuotas de los extractos fueron aplicadas a colum­
nas ( 1 X 60 cm ) de Bio-Gel P-30 , équilibradas con tampdn de gli­
cocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 ^ 4 y suero bovino al 1 pH
6,8, Se recogieron fracciones de 1 ml j en alîcuotas de ellas se - 
determind el contenido en glucagdn con la ayuda del antisuero 30K.
.125,glucagon-
insulina
azul dextrano
Timo
gl. subm axilares
-J
2
X.
(5
Z •«
yeyuno
50403020
N® DE FRACCION
Figura 8.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO 
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE YEYUNO, 
TIMO Y GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA.
Alîcuotas de los extractos fueron aplicadas a columnas 
( IcmxSOcm ) de Bio-Gel P-30, équilibradas con tampon de glicocola - 
0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 %, pH 6,8. Se 
recogieron fracciones de 1 ml ; en alîcuotas de ellas se determind - 
el contenido en GLI con la ayuda del antisuero AG - 10.
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Figura 9.- PERFILES CRGMATQGRAFICQS DEL GLUCAGDN INMUNOREACTIVO
PRESENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE GLANDULAS 
SUBMAXILARES HUMANAS.
Alîcuotas de los extractos fusron aplicadas a colum­
nas ( 1 X 60 cm ) de Bio-Gsl P-30, équilibradas con tampdn de gli­
cocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 pH
8,8. Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alîcuotas de ellas se 
determind el contenido en GLI con la ayuda del antisuero AG -10.
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antisuero AG - 10, eluyendo siempre uno de ellos en la zona de 
3500 dalton de peso molecular.
4.1,3,- Fraccionamiento cromatogrdfico de las formas inmuno- 
reactivas de insuline
El perfil inmunoreactivo de los extractos dcido - alcohd­
licos de pdncreas y timo de rata", cuando el anticuerpo utilizado - 
fue el 607/9, se muestra en la Fig 10.
En los extractos de pâncreas se detectd un pico princi­
pal inmunoreactivo en la misma zona donde eluyd el marcador insuli- 
125na - I. Este pico, sin embargo, no se pudo encontrar cuando el - 
extracts cromatografiado era el timo, observdndose en este extrac­
ts pequenos picos adicicnales antes y despuds del volumen de elucidn 
de la insulina.
4,2.- Movilidad electrofordtica
4.2.1.— Movilidad electrofordtica de las formas inmunoreacti- 
vas de glucagdn
Una confirmacidn de las caracterfsticas comunes entre el 
glucagdn cristalino y la hormona detectada en nuestros extractos,- 
se obtuvo por el andlisis de la distribucidn de la inmunoreactivi­
dad en geles de poliacrilamida, despuds de la electroforesis, de - 
las proteinas présentes en dichos extractos.
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Figura 10.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE INSULINA IMMttNOREACTIVA PRE­
SENTE EN EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS OE PANCRE/)iS Y TIMO 
DE RATA.
Alfcuotas de los extractos fusron aplicados a colum­
nas ( 1 X 60 cm ) de Bio-Gel P-30 équilibradas con tampdn de glico­
cola 0,2 M, conteniendo BSA al 0,25 % y suero bovino al 1 pH 8,8. 
Se recogieron fracciones de 1 ml ; en alîcuotas de elles se determi­
nd el contenidocen insulina con ayuda del antisuero 607/9.
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La distribucidn de la inmunoreactividad en los geles - 
( Fig 11 )> medida con el anticuerpo 30K, muestra una separacidn 
idêntica del glucagdn cristalino y el material presents en los - 
extractos de gldndulas submaxilares de rata con unas Rf de 0,8 y 
2,6 . La migracidn electrofordtica del timo mostrd una banda uni­
es con une Rf de 2,6. La banda mener ( Rf : 2,6 }, se corresponde 
con la banda obtenida al tenir uno de los geles conteniendo glu— 
cagdn cristalino con azul de coomassie.
Cuando la electroforesis se realizd con extractos de - 
gldndulas submaxilares humanas ( Fig 12 ), se observd, igualmente 
que el material presents en aquellos extractos migrd en una banda 
( Rf ; 3,2 ) iddntica a la que presentd el glucagdn cristalino y 
otra banda anterior con una Rf de 1,4.
4,2.2,- Movilidad electrofordtica de las formas inmunoreacti- 
vas de GLI
La distribucidn de la inmunoreactividad para GLI, medi­
da con el anticuerpo AG - 10, despuds de la electroforesis en ge­
las de poliacrilamida, présenta una serie muy amplia de bandas, - 
observdndose sin embargo que,tanto el extracto de timo como el de 
las gldndulas submaxilares ( Fig 13 }, contenîan un material que 
migraba a una Rf iddntica ( 3,2') a la que presentaba el glucagdn 
cristalino. En el caso del extracto de timo, se detectd una -^ban­
da principal con una velocidad de migracidn mucho mayor ( Rf :5,2],
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Figura 11.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA OE GLUCAGON POR­
CINO CRISTALINO Y DE ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO - AL­
COHOLICOS DE TIMO Y GLANDULAS SUBMAXILARES DE RATA.
La electroforesis se llev6 a cabo con geles de po­
liacrilamida al 7 conteniendo urea 4 M, a pH 6,7. Finalizada la 
electroforesis, los geles fueron cortados en secciones de 2 mm. - 
Cada seccidn fue eluida con 0,2 ml de tampdn de glicocola 0,2 M, - 
conteniendo BSA al 0,25 ÿ y suero bovino al 1 pH 8,3, En los - 
eluidos se determinaron las concentraciones de glucagdn con la - 
ayuda del anticuerpo 30K.
g lu cag o n  e s ta n d a r
1600“
glucagon c r is ta lin o
1000
5 0 0 -
100-
s
O  zoo 
&
zo
o
Ü 100
3
O
gl. P a ro tid a
250
s u b m ax ila r
100-
10 20 30O R IG EN
OE SECCION
Figura 12.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE GLUCAGON PORCI­
NO CRISTALINO Y DE ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHO­
LICOS DE GLANDULAS SUBMAXIURES Y PARDTIDAS HUMANAS.
La electroforesis se llev6 a cabo con geles de polia— 
crilamida el 7 fo, conteniendo urea 4 M, a pH 8,7. Finalizada la elec­
troforesis los geles fueron cortados an secciones de 2 mm. Cada —
seccion fue eluida con 0,2 ml de tamp6n de glicocola 0,2 M, conte­
niendo BSA al 0,25 ^  y suero bovino al lÿ,pH 8,6. En los eluidos se 
determinaron las concentraciones de glucag6n con la ayuda del anti­
cuerpo 30K.
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Figura 13.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA OE GLUCAGON POR­
CINO CRISTALINO Y DE ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO - AL­
COHOLICOS DE TIMO Y GLANDULAS SU3ÎÆAXILARES OE RATA.
La electroforesis se llevd a cabo con geles de acrila- 
mida al 7%, conteniendo urea 4 M,pH 8,7, Finalizada la electrofore­
sis los geles fueron cortados en secciones de 2 mm, Cada seccidn fue 
eluida con tampdn de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al 0>25 % y - 
suero bovino al 1 %,pH 8,8, En los eluidos se determinaron las con— 
centraciones de GLI con la ayuda del antisuero AG-10,
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4.2,3,- Movilidad electrofordtica de las formas inmunoreac- 
tivas de insulina
En la Fig 14 se représenta la distribucidn de la inmu­
noreactividad, medida con el antisuero 607/9, para insulina des­
puds de la electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos 
dcido — alcohdlicos de pdncreas y timo de rata.
Con alîcuotas de los extractos pancredticos se obtuvo 
una banda principal que se localizd en una posicidn iddntica a - 
la insulina estandar criatalina ( Rf : 4,6 ), mientras que el ma­
terial inmunoreactivo presents en el extracts de timo lo hizo en 
bandas de migracidn mucho menor, no pudidndose detectar ninguna 
banda a una Rf de 4,6,
4.3,- Caracterizacidn inmunoldgica : curvas de dilucidn
4v3.-l.- Caracterizacidn inmunoldgica de las formas inmunoreac- 
tivas de glucagdn
Extractos de pdncreas, tiroides, hipdfisis y mucosa de
estdmago e Ileon, fueron reconstituidos con tampdn de glicocola —
0,2 M, conteniendo BSA al 0,5 % y suero bovino al 1 a un pH de
8,8, obtenidndose sucesivas diluciones con ellos y determinando —
su reactividad frente al anticuerpo 30K, Los valores obtenidos se
125
representaron como el porcentaje de glucagdn - I unido al an— 
ticuerpo frente a la supuesta concentracidn de glucagdn ( pg/rtil) 
basada en el ensayo del material no diluido.
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Figura 14.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE INSULINA DE RATA 
CRISTALINA Y DE ALICUOTAS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE PANCREAS Y TIMO OE RATA.
La electroforesis se llev/d a cabo con geles de a cri la— 
mida al 7^ contenèando urea 4 M, a pH 8,7. Finalizada la electrofore­
sis, los geles fueron cortados en secciones de 2 mm. Cada seccidn fue 
eluida con tamp6n de glicocola 0,2 M,conteniendo BSA al 0,25 % y sue— 
ro bovino al l"^ ,pH 8,8. En los eluidos se determinaron las concentra­
ciones de insulina con la ayuda del antisuero 607/9.
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La Fig 15 muestra que la dilucidn de todos estas extrac- 
tos provocd curvas idSnticas, paraielas a la curva de dilucl6n del 
glucagdn cristalino estant^r.
Las curvas obtenidas al ensayar diferentes diluciones de 
extractas âcido — alcohdlicos de glândulas salivares humanas fren­
te al anticuerpo 30K ( Fig 16 ) fueron tambiên paralelas a la cur­
va de dilucidn del glucagon cristalino estandar.
4.3.2.- CaracterizacitSn inmunoli5gica de las formas inmunoreac* 
tivas de insuline
Cuandü el ensayo se realizd con el anticuerpo 607/9 y - 
con diferentes diluciones de los extractas âcido — alcohdlicos de 
pâncreas y timo de rata, se obtuvo ( Fig 17 ) un desplazamiento - 
idéntico del glucagiSn - I al obtenido con insuline cristalina 
de rata, solamente en el caso del extracto de pëncreas. En el ca— 
so del extracto de timo, este desplazamiento fue diferente.
5.- ACTIVIDAD BIGLOGICA DEL GLUCAGON INMUNOREACTIVO PRESENTE EN 
EXTRACTOS PANCREATIC05 Y EXTRAPANCREATICOS
5.1.- Grado de pureza deelas membranas hepëticas de rata i ac-
tividad de la 5 ^nucleotidasa y unidn del glucagon mono - 
125I a su receptor durante las distintas etapas del pro- 
ceso de purificacidn
Con objeto de tener unindice del grado de pureza de las -
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Figura 15.- INMUNOENSAYO DE GLUCAGON PORCIW CRISTALINO ALTAMENTE
PURIFICADO Y ALICÜOTAS DE EXTRACTOS ACIDQ - ALCOHÜLICOS 
DE ESTOMAGO, ILEON, TIROIDES, HIPOFISIS Y PANCREAS DE 
RATA.
Los ensayos se llevaron a cabo con el anticuerpo 30K. 
Las concsntraciones de glucagdn fueron calculadas de las diluciones de 
los extractos.
Glucagon cristalino Ctc Extracto de pdncreas
a-0 Extracto de iléon A-A Extracto de estdmago
Extracto de tiroides * Extracto de hipofisis.
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Figura 16.- INklUNOENSAYO DE GLUCAGON PORCINO CRISTALINO ALTAMEMTE
PURIFICADO Y DE ALICÜOTAS DE EXTRACTOS ACIDOt-ALCOHOLICGS 
DE GLANDÜLAS SUBIL1AXILARES Y PAROTIDAS HUMANAS.
Los ensayos se llevaron a cabo con el antisuero 30K. 
Las concentracionss de glucagdn fueron calculadas de las diluciones 
de los extractos.
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Figura 17.- INMUNOENSAYO DE INSULIf4A CRISTALINA DE RATA Y ALICÜOTAS 
DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS DE PANCREAS Y TIMO DE 
RATA.
Los ensayos se llevaron a cabo con el antisuero - 
607/9^ . Las concentraciones de insulina fueron calculadas de las 
diluciones de los extractos.
# -# Insulina cristalina 
p-D Extracto de timo.
C - C Extracto de pdncreas
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preparaciones de membranas plasméticas, se roidid en ellas la acti-
125vidad de la 5 'nucleotidasa y la unidn de glucagdn mono - I com- 
pardndolos con los obtenidos en los distintos pasos del proceso de 
purificacidn.
La aetividad de la S^nucleotidasa ( Tabla 7 ) aumentd - 
desde 1,510,3 pmoles de S^AMP hidrolizados/mg de proteina/hora en 
el homogenado hasta 14,21 1,8 pmoles de S^AMP hidrolizados/mg de - 
protelna/hora en las membranas hepdticas, poseyendo por tanto estas 
dltimas una actividad especifica de la enzima unas 7 veces mayor - 
que el homogenado y 5 veces mayor que la de la fraccidn - 1500xg.
125
En el caso de la unidn del glucagdn mono - l a  sus - 
receptores ( Tabla 3 ), la fraccidn de membranas plasméticas unid 
31 veces mds glucagdn que el homogenado y unas 4 veces mds que la 
fraccidn - 1500 x g.
1255.2.- Desplazamiento del glucagdn mono - I , proviamente uni- 
do a sus receptores hepdticos, por allcuotas de extractos 
pancredtlcos y extrapancredticos y glucagdn pancredtico - 
cristalino
Cuando alicuotas de extractos dcido - alcohdlicos de - 
yeyuno, timo, pdncreas, tiroides, glândulas suprarrenales y pa- 
rdtidas, fueron incubados " in vitro ” con membranas plasmdticas 
hepaticas, provocaron una disminucidn de la unidn de glucagdn mar- 
cado al receptor, de una forma dependiente de la concentracidn - 
( Fig 18 ], Las curvas de desplazamiento fueron paralelas a les
TABLA 7
ACTIVIDAD DE LA S'NUCLEOTIDASA Y CONCENTRACIDN DE PROTEINAS EN LOS DIS- 
T^ CNTOS PASOS DEL PROCESO DE'PURIFICACIDN DE LAS HEWæANAS HEPATICAS DE 
RATA. MEDIAiES. N«10.
Fraccidn Proteinas Actividad 5^nucleotidasa
(mg) (pmoles 5*AMP hidrolizado/ 
mg proteina/hora)
Homogenado 2011172 1,510,3
Precipitado 
1500xg 240123 3,910,5
Membranas parcial- 
mente purificadas 10,211 14,211,8
Las concentraciones de proteinas han sido expresadas en mg por 10 g de 
peso hdmedo de hîgado.
TABLA 8
125
UNION DE GLUCAGON- I A SUS RECEPTORES DURANTE LA PURIFICACIDN DE LAS 
kEMBRANAS HEPATICAS DE RATA. MEDIAIES. N»10.
Fraccidn Glucagon unido
(fwoles/mg proteina)
Homogenado 2,410,4
Precipitado-
ISOOxg 16,211,7
Membranas parcialmente
purificadas 52,014,1
' 1 .
\
50 X
10
J L
200 500 1000 2500 5000
GLUCAGON (pg/ml)
12SFigura 18.- CURVAS DE OESPLAZAMIErJTO DEL GLUCAGON - jDE fÆMBRANAS 
PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA POR GLUCAGON PORCINO CRIS­
TALINO 0 EL GLUCAGON PRESENTE EN ALICÜOTAS DE EXTRACTOS 
ACIDO - ALCOHOLICOS DE YEYUNO, TIMO, TIROIDES, PANCREAS 
Y GLANDÜLAS SUPRARRENALES Y PAROTIDAS DE RATA.
123La unidn de glucagdn - i en ausencia de glucagdn 
no marcadü fue toraada como el 100^ 4. La unidn no especffica fue raenos 
del de la unidn total. Glucagdn cristalino. a—a Extracto de yeyu­
no. 4—4 Extracto de timo.Extracto de tiroides.o Extracto de pan­
creas . # — # Extracto de Gl.suprarrenales.« — ©Extracto de Gl.perdtidas
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curvas del glucagdn cristalino estandar,
Cantidades pequenas de glucagdn extrapancreâtico ( alre-
dedor de 50 pg/ml ) fueron capaces de desplazar significativamente
125el glucagdn mono - i unido a su receptor.
Representando el cociente unido/libre de la hormona mar- 
cada frente a las concentraciones de glucagdn cristalino,y gluca­
gdn pancredtico o extrapancredtico, de acuerdo con el andlisis de 
Scatchard ( Fig 19 ), se obtuvieron en todos los cases curvas iddn- 
ticas, sugiriendo que la afinidad del receptor por las distintas - 
muestras ensayadas fue la misma.
En la Fig 20 se muestra la curva de desplazamiento del - 
125glucagdn mono - . I provocada por el glucagdn presents en extrac­
tos dcido - alcohdlicos de gldndulas salivares humanas. Como en el 
caso de los extractos de tejido de rata, las curvas de inhibicidn 
fueron paralelas a la curva obtenida con glucagdn cristalino.
Cuando a los distintos datos obtenidos se les scmetid a 
un andlisis de Scatchard ( Fig 21 }, de nuevo , la afinidad del - 
receptor por el glucagdn de los extractos resultd ser iddntica a 
la del glucagdn cristalino.
G.- BIOSirJTESIS DE GLUCAGON EXTRA PAN CREAT ICO
6.1.- Perfiles cromatogrâficos de proteinas marcadas con triptd- 
3
fano - H
La Fig 22 muestra el perfil de elucidn de la radiactivi-
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Figura 19.- ANALISIS DE SCATCHARD DE LA UNION DE GLUCAGON A'MEMBRANAS 
PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA.
Las membranas fueron incubadas con Krebs Ringer fosfato 
pH 7,5, conteniendo BSA al 1%, glucag6n -^^^I ( 0,6x10 ) y en -
presencia de glucagdn porcino cristalino no marcario ( de 0,1 - 5 ng/ml) 
o de allcuotas de extractos âcido - alcohdlicos de yeyuno,timo, pdn­
creas y gldndulas suprarrenales y pardtidas de rata.
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Figura 20.- CURVAS DE DESPLAZAMIE^ r^ O DEL GLUCAGON - DE MEMBRANAS
PLAS&ÏATICAS HEPATICAS DE RATA POR GLUCAGON PORCINO CRIS­
TALINO 0 EL GLUCAGON PRESENTE EN ALICÜOTAS DE EXTRACTOS - 
ACIDO - ALCOHOLICOS DE GLANDÜLAS SUBMAXILARES Y PAROTIDAS 
HUMANAS.
125La unidSn de glucagdn - I en ausencia de glucagdn 
no marcadü fue tomada como el 100 ÿ. La unidn no especlficaifue me- 
nos del 5 de la unidn total.
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Figura 21.- ANALISIS DE SCATCHARD DE LA UNION DE GLUCAGON A MEMBRA­
NAS PLASMATICAS HEPATICAS DE RATA.
Les membranas fueron incubadas con Krebs Ringer fos­
fato pH 7,5, conteniendo BSA al 1 glucagdn - ( 0,6 x 10 )
y en presencia de glucagdn porcino cristalino no marcado ( de 0,1 -
5 ng/ml ) o de alfcuotas de extractos dcido - alcohdlicos de gldndu-
las submaxilares y pardtidas humanas.
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dad de extractas écido - alcohdlicos de cdlulas aisladas de gldn-
dulas pardtidas y trozos de tejido de tiroides y gldndulas supra-
3
rrenales de rata incubados a 379c con triptdfano - H durante 4 - 
horas. Las coluranas ( 1 era x 60 cm ) de Bio-Gel P-50 utilizadas,- 
fueron elufdas con tampdn de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA al 
0,5 ÿ y suero bovino al 1 ia, a un pH de 8,8,
Se obtuvieron dos fracciones principales;
1) Una situada inmediatamente despuds del volumen vacid de la co- 
lumna, a la que hemos llamado " zona precursors " y
2) Otra coraprendida en el lugar de elucidn del marcador glucagdn
125mono - I , a la que hemos denominado " zona del glucagdn ”.
En el caso del tiroides y de las gldndulas suprarrena-^ e 
les, solo se pudo detectar inraunoreactividad en la segunda de - 
las fracciones.
3
6.2. Combinacidn de proteinas marcadas con triptdfano - H con 
antisuero especlfico para glucagdn pancredtico ( 30K )
La identificacidn de los picos tritiados obtenidos por 
croraatografla, fue establecida por incubaciones de las distintas 
fracciones con anticuerpo 30K, pudidndose localizar al menos dos 
coraponentes inmunoreactivos ( Fig 22 ) claramente diferenciados, 
uno de ellos situado en la regidn precursors y otro, el més impor­
tante en el caso del tiroides y de las gldndulas suprarrenales, - 
en la zona del glucagdn. En todos los casos, el volumen de elucidn
de este dltimo pico coincidid exactemente con el volumen de elu-
125cidn del glucagdn - I utilizado como marcador.
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Figura 22.- PERFILES CRŒ1AT0GRAFIC0S DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE TROZOS DE TEJIDO DE TIROIDES Y GL.SUPRARREmLES Y CELU- 
U\S AISLADAS DE GL.PAROTIDAS DE RATA INCUBADAS CON TRIPTO- 
FANO
Las incubaciones se realizaron a 37SC durante 4 horas 
en presencia de triptdfano - H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml }. Alfcuotas de 
los eluldos fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda del antisuero 
30K. Panel A : Tiroides. Panel B : Gl suprarrenales. Panel C : Gl,pa­
rdtidas.
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En las Figs 23 y 24, se muestran los resultados del and- 
lisis de la incorporacidn de triptdfano - H en glucagdn y otros - 
pdptidos relacionados con dl, despuds de incubaciones a 1 , 2 , 4 
y 6 horas a 379C.
En incubaciones de corta duracidn, la mayoria de la in- 
munoreactividad aparecid en la zona precursora ( picos I y II } f
3
el mdximo de incorporacidn de triptdfano - H en el,pico II se - 
obtuvo a las 2 horas de incubacidn, desapareciendo prdcticamente 
despuds de 4 horas, El pico I estuvo presents en todos los tismpos 
estudiados, alcanzando sin embargo un mdximo de inmunoreactividad 
a las 4 horas de incubacidn.
Por el contrario, la inmunoreactividad atribuible a los 
pdptidos de tamano igual al glucagdn, es muy pequena en tiempos - 
cortos mostrando un rdpido incremento a las 4 horas de incubacidn.
6.3.- Transferencia " in vitro ” de la inmunoreactividad de la
zona precursora a la regidn del glucagdn
Si el material de mayor peso molecular représenta a los 
precursores del glucagdn, la incubacidn de las cdlulas extrapan- 
credticas con un inhibidor de la sintesis de proteinas, cuando - 
aquellos se han formado, provocaria una disminucidn en la inmuno- 
reactividad presents en la regidn precursora y un continuo aumen- 
to de ella en la zona del glucagdn. Esto se consiguld por la adi- 
cidn el medio de cicloheximida ( 100 pg/ml ) despuds de 2 horas de 
incubacidn de las cdlulas, El mismo efecto se obtuvo cuando las -
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Figura 23.- PERFILES CROMATOGRAFICüS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUBfMXILARES DE RATA IN­
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTDFANO -^H %
Las incubaciones se realizaron a 379C durante 1,2,4 y
3
6 horas en presencia de triptdfano - H (6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). - 
Alfcuotas de los eluidos fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda 
del antisuero 30K.
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Figura 24.- NIVELES DE INMUMOREACTIVIDAD DEL PICO DE MAYOR PESO MO­
LECULAR Y DEL PICO DE 3500 DALTONS DESPUES DE INCUBACIO­
NES DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUmiAXILARES DE RATA 
CON TRIPTDFANO •
Las células fueron incubadas a 379C durante 1, 2, 4 y 
6 horas en presencia de tript6fano -^H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml }. Los
picos fueron sépara dos por filtracii5n en columnas ( 1 x 6 0 c m )  de - 
Bio-Gel P-30 elufdas con tampdn de glicocola 0,2 M, conteniendo BSA 
al 0,25 y suero bovino al 1 ^ ,pH 8,8, Los niveles de glucagdn se - 
raidieron con ayuda del antisuero 30K.
# — #Pico de alto peso molecular 
0 — 0 Pico de 3500 daltons
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células, previamente incubadas, fueron lavadas e incubadas de nue­
vo, en medio nuevo conteniendo triptdfano no radiactivo, durante - 
otras dos horas,
Efectivamente, cuando despuds de un perlodo de preincu— 
bacidn las cdlulas fueron post - incubadas con cicloheximida (Fig- 
25 ), la incorporacidn de radiactividad en la posible molécula - 
precursora fue marcadamente inhibida, misntras que se produjo un - 
aumento de la inmunoreactividad présente en la regidn del glucagdn.
La Fig 26 muestra la distribucidn de la inmunoreactivi­
dad en los picos preeursores y en la zona del glucagdn despuds de 
una post — incubacidn de las cdlulas con nuevo tampdn conteniendo 
triptdfano no marcado. Igual que en el caso anterior, los résulta- 
dos muestran una disminucidn apreciable de inmunoreactividad en - 
la moldcula de mayor peso molecular acompanada de una transferencia 
de ella a la moldcula de glucagdn.
En la Tabla 9 se présenta el cociente : cpm zona del glu— 
cagdn/cpm totales ( zona precursora + zona del glucagdn }, en las - 
condiciones expuestas anteriormente, Este cociente aumentd desde - 
unos valores de 0,12 despuds de dos horas de preincubacidn a 0,84 
y 0,72 despuds de una post - incubacidn con cicloheximida o con - 
triptdfano no marcado.
6.4.- Transformacidn del precursor del glucagdn de mayor peso 
molecular despuds del tratamiento con tripsina
Si existiese una relacidn precursor - producto en las • 
moldculas inmunoreactivas detectadas con el anticuerpo 30K, una -
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Figura 25.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE CELULAS AISU\DAS DE GLANDÜLAS SUBfvîAXILARES DE RATA IN­
CUBADAS EN PRSENCIA DE TRIPTDFANO -^H .
Las cdlulas fueron incubadas a 3790 en prsencia de 
triptdfano ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ). Alfcuotas de los elufdos
fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda del antisuero 30K.
Panel A : tiempo de incubacidn 2 horas. Panel B ; incubacidn 2 horas 
con cicloheximida (100 pg/ml). Panel superior : tiempo de incubacidn:^  
4 horas.
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Figura 26.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUBf.lAXILARES DE RATA IN­
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTDFANO -^H .
Las cdlulas fueron incubadas a 379C en presencia de
triptdfano - H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml }. Alfcuotas de los elufdos -
fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda del antisuero 30K.
Panel A : tiempo de incubacidn: 2 horas. Panel 0 : 2 horas de incu-
2
bacidn en ausencia de triptdfano- H y con 1 mg/ml de triptdfano no 
marcado. Panel superior ; tiempo de incubacidn 4 horas.
TABLA 9
INCORPORACIDN IN VITRO DE TRIPTOFANÜ-^H EN LAS ZONAS PRECURSORA Y DE GLU­
CAGON DESPUES DE LA INCUBACIDN DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUBMAXI­
LARES DE RATA.
Condiciones de 
incubacidn
Cpra/lO cdlulas
Zona precursora Zona glucagon
Cociente cpm 
zona gluc./cpm 
totales
2 hs.
2h+2h cicloheximida
3360
1050
450
5520
0,12
0,84
2hf2h triptdfano no 
radiactivo(img/ml) 1110
4 hs 3280
2880
3040
0,72
0,48
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tripsinizacidn del precursor podrla conducir a una liberacidn de 
glucagdn. Esto podrfa ser detectado por la aparicidn de inmuno­
reactividad en la zona de ,3500 dalton de peso molecular al aislar 
el pico precursor y soroeterlo a un tratamiento con tripsina.
La Fig 27 muestra los resultados obtenidos con este tipo 
de experiencias. En ella se puede observer una cafda en la inmuno­
reactividad de la moldcula de mayor peso molecular y la aparicidn 
de un pico en la zona de elucidn del glucagdn, poseyendo una inmu­
noreactividad très veces mayor que la originalmente détectada en - 
el pico precursor.
6.5.- Bioslntesis de glucagdn por las glandules salivares hu­
manas
Cuando cdlulas aisladas de gldndulas salivares humanas - 
fueron incubadas ” in vitro ” a 379C en presencia de triptdfano - 
H y sus extractos soraetidos a cromatografla en columnas ( 1 cm x 
60 cm ) de Bio-Gel P-30, se observd una incorporacidn del triptd- 
fano - H en varios pdptidos ( Fig 28 ). Al incuber alfcuotas de 
los elufdos de la columna con el antisuero 30K, se detectaron va­
rios picos inmunoreactivos uno de los eueles eluyd siempre en la 
zona de 3500 dalton. de peso molecular ( Fig 28 ).
Igual que en el caso de las gldndulas salivares de rata, 
aparecen tambidn unas moldculas con inmunoreactividad para el glu™ 
cagdn pero de un peso molecular muy superior al de esta hormona, 
sugiriendo por tanto la existencia de materiales precursores del 
glucagdn en las gldndulas salivares de humanos.
Insulina -E
Q
X
I
u
Aiûi-dextrono
4 -
h-
Z
<
<
§
z
3
CO09
h-
CL
t
1
I OO
5040302010
ri2 de fraccidn
Figura 27.- PERFILES CROMATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUSMAXILARES DE RATA IN­
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTDFANO - H^ .
Las cëlulas fueron incubadas a 379C en presencia de 
triptdfano - h ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ral ). Allcuotas de los eluidos 
fueron ensayadas para glucagdn con la ayudadel antisuero 5QK.
Panel A : 4 horas de incubacidn. Panel B: 4 horas de incubacidn se- 
guido par un tratamiento con tripsina ( 1 pg/ml ) del pico de mayor 
peso molecular, a 379C durants 20 minutes. El tripsinizado résultants 
fue filtrado en columnas de Bio-Gel P-30 eluldas con tampdn de glico­
cola 0,2 M,conteniendo BSA al 0,25 % y suê'ro bovino al 1%,pH 8,8.
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Figura 28.- PERFILES CROfiATOGRAFICOS DE EXTRACTOS ACIDO - ALCOHOLICOS 
DE CELULAS AISLADAS DE GLANDÜLAS SUBMAXILARES HUMANAS IN­
CUBADAS EN PRESENCIA DE TRIPTOFANO -
Las cdlulas fueron incubadas a 379C en presencia de
0
triptdfano - H ( 6 Ci/mmol ; 1 mCi/ml ) durante 4 horas. Allcuotas 
de los eluidos fueron ensayadas para glucagdn con la ayuda del anti­
suero 30K.
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7.- FACTORES QUE MODULAN LA SECRECION PE GLUCAGON EXTRAPANCREATICO
7,1,- Estudios ” in vivo "
7.1.1.- Secrecidn de glucagdn pancredtico y extrapancredtico 
en condiciones basales y tras la sobrecarga intrave- 
nosa de arginina en perros normales
Los resultados de los estudios de la secrecidn de gluca­
gdn en perros contrôles se presentan en la Fig 29.
Las concentraciones de glucagdn en la vena cava aumenta- 
ron desde un valor basal de 120 pg/ml a un valor de 220 pg/ml a -
los 20 minutos del comienzo de la infusidn de arginina. En la ve­
na gastroepiploica izquierda el incremento en los valores de glu— 
cagdn detectados despuds de la infusidn de arginina, fue mucho — 
mayor que el que se produjo en la vena cava ( 600 pg/ml a los 20
minutos frente a los 160 pg/ml basales ). Asimismo, las concentra­
ciones de esta hormona en la vena tiroidea fueron tambidn mayores 
que las encontredas en la vena cava, con una media de 150 pg/ml — 
basales y de 380 pg/ml 5 minutos despuds de la edministracidn de 
arginina. Como era de esperar, los valores mas altos se obtuvieron 
en la vena pancredtico - duodenal superior, con un valor medio '? 
basal de 260 pg/ml y un valor a los 20 minutos de comenzar la in- 
fusidn de BOO pg/ml.
7.1.2.- Modificacionss de la secrecidn de glucagdn pancredtico 
y extrapancredtico en perros diabdticos
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Figura 29.- NIVELES DE GLUCAGON INMUNOREACTIVO EN EL PLASklA DE PERRÜS 
CONTROLES.
Los nivales de glucagdn fueron medidos,en condicio- 
nes basales y tras la administracidn intravenosa de arginina ( 0,5g/ 
Kg de peso corporal ) durante 5 minutos, con la ayuda del antisuero 
30K.
# - e Vena cava inferior ^ - 6 Vena tiroidea
■ -■Vena gastroepipldica izda. 0 - 0 Vena pancreâtico-duodenal
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En los perros hechos diabéticos por la administraci6n 
intravenosa de alloxana, la secrecidn de glucagdn, en todos los 
drganos estudiados, estuvo significativamente aumentada sobre - 
las concentraciones obtenidas en los animales contrôles no some- 
tidos a tratamiento,,tanto antes como despuds de la administra- 
cidn intravenosa de arginina ( Fig 30 ).
Los valores rods elevados se obtuvieron a los 20 minutos 
de comenzar la infusidn de arginina con 480, 1300 , 1600 y 620 - 
pg/ral frente a valores basales de 260 , 300 , 420 y 320 pg/ml - 
en las venas cava, gastroepiploica izquierda, pancreatico - duo­
denal superior y tiroidea, respectivamente.
7,2,- Estudios ” in vitro "
7,2.1,— Efecto de diferentes metabolitos y hormonas sobre la 
secrecidn de glucagdn por células aisladas de gldndu» 
las salivares de rata y humanos
Cuando cdlulas aisladas de gldndulas submaxilares y pa- 
rdtidas de rata fueron incubados in vitro con diferentes estimu­
lantes e inhibidores de la secreciiSn de glucagdn pancredtico, se 
pudo observer que, tanto la arginina como la noradrenalina y ba- 
jas concentraciones de glucose, estiraulaben significativamente - 
la secrecidn de glucagdn ( Tabla 10 ) a partir de estas cdlulas, 
cuando las comperaciones se realizaron con las células incubedas 
con 1 mg glucosa/ml ( raedio basai ).
En el caso de las gléndulas submaxilares, la liberacidn
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Figura 30.- NIVELES DE GLUCAGON INMUNOREAGTIVQ EN EL PL'\SP/A DE PERROS 
DIABETICOS.
Los nivelas de glucagon fueron medidos, en condiciones 
basales y tras la administracion 'intravenosa de argrinina ( 0,5 g/Kg 
de peso corporal } durante 5 minutos, con la ayuda del antisuero 30K.
— # Vena cava inferior Vena tiroidea
Vena gastroepiploica izda.o *• OVena pancreatico—duodenal
TABLA 10
LIBERACION DE GLUCAGON POR CELULAS AISLADAS DE GLANDULAS SALIVARES HUMA- 
NAS Y DE RATA. MEDIATES.
Estfmulo Glucagfin liberado(pg/10 células/2h)
Glàndulas humansa
Submaxilar ParÔtida
(N-7) (N»3)
Glandules de rata
Submaxilar
(N«10)
PartStida
(N«10)
Glucosa
(0,3mg/ml) 14517 145112 29501367 176156
Glucose
(Img/ml) 117114 110131 1743:339 lOOllO
Glucose
(3mg/ml] 89118 8813 14861284 63112
Insuline
(5pg/rnl) 99:16 100:29 15911322 79112
Arginina
(5mM) 184137 180157 31601538 171123
Noradrena- 
Iina(5^g/ml)l59l24 123138 29841512 150114
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de glucagdn fue muy elevada, alcanzando un valor 17 veces superior 
al detectado en las glàndulas partStidas ( 1,74 ng de glucagdn/ 10 
células/2 horas basales, e^n las glàndulas submaxilares, f rente a
5
0,10 ng de glucagdn/lO cêlulas/2 horas basales, en las gléndulas 
pardtidas ).
Tanto la insuline como concentraciones elevadas de glu­
cosa en el medio ( 3  rag/ml ) no modificaron significativamente la 
secrecidn de glucagân.
También en la Tabla 10 se presentan los datas obtenidos 
con células aisladas de glandules submaxilares y parétidas humanas 
incubadas " in vitro Una secrecién elevada de glucagén sobre - 
los valores basales ( glucosa 1 mg/ml ) se consiguié cuando al me­
dio de incubacién se anadio arginina, noradrenalina o cuando las 
concentraciones de glucose fueron bajas ( 0,3 mg/ml }. Igual que 
en los estudios realizados con ratas, la insulina y altas concen­
traciones de glucosa no modificaron esencialmente los valores ba­
sales de liberacién hormonal.
7.2.2.— Efecto de diferentes metabolitos y hormonas sobre la 
secrecidn de glucagén por células aisladas y trozos 
de tejido de la rata.
La Tabla 11 muestra los sfectos de la insulina, argini­
na, noradrenalina y distintas concentraciones de glucosa sobre la 
liberacién de glucagén por células aisladas de timo y trozos de — 
tejido de tiroides y glandulas suprarrenales.
TABLA 11
LIBERACION DE GLUCAGON POR CELULAS AISLADAS DE TIMO Y TROZOS DE TEJIDO 
DE TIROIDES Y GLANDULAS SUPRARRENALES DE RATA. MEDIA:ES. N«10.
Estlmulo
Timo 
(pg/10 Cel/2h)
Glucagén liberado
Tiroides Gl.Suprarrenales
(pg/<5rgano/2h)
Glucosa
(0,3mg/ml) 150:22 798+97 684:84
Glucosa
(img/ml) 87:11 648:71 579±65
Glucosa
(3mg/nil) 6819 566:39 S43±69
Insulina
(5pg/ml)
Arginina
(5roM)
59:9
182:20
546:58
923:101
538169
800196
Noradrenalina
(5pg/ml) 152117 802181 790:94
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La adicién de arginina y noradrenalina al medio de incu- 
bacién, aumenté significativamente los valores de secrecién de glu- 
cagén en los très érganos estudiados, Una disminucién de los nive­
lés de glucosa en el medio de incubecién, produjo también un consi­
derable incremento sobre los valores de secrecidn basales^( gluco­
sa : Irag/ml ),
No se pudo observer sin embargo, una clara reduccién de 
la liberacién de glucagén por parte de estos érganos cuando el me­
dio de incubacién contenla insuline o altas concentraciones de glu­
cosa.
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Aunque desde hace muchos anos se conoce que en los ex- 
trectos de mucosa géstrica e intestinal existe un factor con pro- 
piedades hiperglucémicas y glucogenoliticas ( SUTHERLAND y De DUVE 
1948 y UNGER y col.,1967 ), se ha seguido considerando a las éélu- 
las A del péncreas endocrino como las énicas responsables de la - 
sfntesis y liberacién de glucagén,
Tras el desarrollo del radioinmunoensayo para glucagén, 
se logré identificar una familia de polipéptidos, con origen en la 
mucosa intestinal, y que fueron englobados bajo la denorainacién de 
GLI. Estos péptidos, aunque aparentemente relacionados con el glu­
cagén pancreético, difieren de este por su disminuida potencia bio- 
légica, distinto comportamiento inmunolégico y por la existencia - 
de cuatro fracciones con pesos moleculares diferentes a los de la 
hormona de origen pancreético.
Assan y col. ( ASSAN y col.,1972 ) mostraron que los an- 
ticuerpo denominados “ no especificos" estaban dirigidos contra - 
un inmunodeterminante en la regién amino terminal y central de la 
molécule de glucagén ( residues 2 - 23 ). El inmunodeterminante - 
para anticuerpos" especificos ” estaba localizado en la regién - 
carboxilo terminal de la molécula ( residuos 24-29 ). Indepen— 
dientemente de sus tejidos de origen, los polipéptidos que reaccio- 
nan con anticuerpos C y N terminales se han denominado " glucagén 
inmunoreactivo " ( IRQ ) y los polipéptidos que reaccionan solo - 
con anticuerpos N terminales se han denominado " inmunoreactividad 
semejante al glucagén " ( GLI ).
Con el use de estos dos tipos de antisueros : C y N - 
terminales, junto con el descubrimiento de un anticuerpo dirigido
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especlficamente contra la glicentina, se ha obtenido suficiente - 
informacién como para sugerir que este ultimo polipéptido, o un - 
polipéptido semejante a él, es el precursor ccmén del glucagon y 
GLI. En apoyo de esta hipétesis estén los hallazgos conseguidos - 
con técnicas inrnunocitoqufmicas que muestran la presencia de GLI 
en las células L intestinales y la presencia de glucagén y GLI en 
las células A pancreéticas.
Como consecuencia del descubrimiento de niveles circu­
lantes de glucagén qormales en el plasma de perros previamente pan— 
createctomizadüs ( M/frSUYAMA y FüA, 1974 y VRANIC y col., 1974 -
que sugerlan la existeocia de fuentes extrapancreéticas de gluca­
gén, varies grupos ( SASAKI y col.,1975 y MORITA y col.,1975 ), - 
identificaron en la mucosa gastrointestinal un polipéptido con un 
peso molecular de 3500 dalton y con unas propiededes inmunolégi- 
cas, biolégicas y fisicoqufmicas semejantes a las del glucagén. - 
Asimismo Blézquez y col ( BLAZQUEZ y col.,1977 ) han demostrado - 
que este glucagén extrapancreâtico se libéra en grandes cantida- 
des en los perros diabéticos.
Aunque durante mucho tiempo se pensé que si tracto - 
gastrointestinal era la énica fuente de GLI y glucagén de 3500 - 
daltons, en 1974 ( SILV3RMAN y DUNBAR , 1974 } se demostré la - 
presencia de pequenas cantidades de glucagén inmunoreactivo en - 
las gléndulas salivares de rata. Con posterioridad ( PENHOS y - 
col.,1975 ) se describié la presencia, en ratas evisceradas sin 
gléndulas salivares, de niveles circulantes de glucagén e insuli­
na semajantes a los que poseian los animales no tratados, lo cual 
sugerîa la existencia de otras fuentes extrapancreéticas para es­
tas hormonas.
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Ante estas hallazgos nos propusimos hacer un estudio 
detallado de la distribucién tisular de ambas hormonas. Por los - 
resultados presentados en*este trabajo podemos afirmer que existe 
una amplia distribucién de glucagén tipo pancreético y GLI en la 
rata. Con anterioridad, la presencia de glucagén inmunoreactivo no 
habla sido localizada en érganos taies como tiroides, hipéfisis, - 
timo y gléndulas suprarrenales, flecientemente sin embrago, ( CON— 
LON y col.,1979 ) se ha detectado GLI en varias éreas del cerebro 
canino como hipotélamo, amlgdalas.y mesencéfalo. Cuando estas au— 
tores utilizaron anticuerpos C — terminales, solo fueron capaces - 
de determiner inmunoreactividad en el hipotélamo.
Çor otra parte, Hojvat y col ( HOJVAT y col.,1977 } no - 
pudieron localizar glucagén inmunoreactivo en las gléndulas sali— 
vares de humanos y de varios animales de experimentacién cuando el 
método empleado en la extraccién hormonal fue écido - alcohélico. 
Sin embargo, cuando emplearon salino acidificado \con CIH a un pH 
de 2,8, fueron capaces de mostrar la presencia de cantidades sus— 
tanciales de un material de alto peso molecular ( aproximadamente 
70000 dalton ) con inmunoreactividad para el glucagén. Al estudiar 
dicho material descubrieron que no se trataba de glucagén unido a 
protefnas de alto peso molecular o simplemente dimerizaciones de - 
la molécula de glucagén, ya que el pico inmunoreactivo de 70000 -
dalton retenîa su perfil cromatogréfico cuando lo sometieron a - 
incubaciones con urea 8 M o écido acético 1 M durante 16 horas.
Contrariamente a lo observado por estos autorss, la - 
extraccién con alcohol - écido de las gléndulas submaxilares, sub­
linguales y parétidas de la rata y de humanos ( Tablas 2 , 5 , y - 
6 ) dieron resultados positivos para glucagén con los dos anticuer-
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pos empleados en su medicién ( N y C terminales ). Por otro lado, 
la cantidad de glucagén encontrada en las gléndulas submaxilares 
aumenté tremendamente cusTndo el método empleado para la ex— 
traccién era écido — salino ( Tabla 6 ). Igual fenémeno se pudo — 
observar en las gléndulas parétidas aunque en mucho menor grade - 
( Tabla 3 ).
En contraste con las elevadas concentraciones de gluca­
gén inmunoreactivo detectadas en las gléndulas salivares de la - 
rata, el perro solo posee cantidades trazadoras de la hormona en 
sus gléndulas submaxilares ( Tabla 6 ), El Nombre, por el contra­
rio, aunque en menor proporcién que la rata, poses también una - 
cantidad apreciabls de glucagén, especialmente en las gléndulas - 
submaxilares ( 8,9 ng de glucagén/g de tejido en extractos écido- 
alcohélicos y 18,5 ng de glucagén/g de tejido en extractos écido- 
salinos ),
Teniendo en cuenta el hecho de que Hojvat y col.,no pu­
dieron detectar glucagén de 3500 dalton en las gléndulas submaxi­
lares de ninguno de los animales que estudiaron, sometimes a los - 
extractos a un fraccionamiénto cromatogréfico en columnas de Bio- 
Gel P-30 con objeto de averiguar si peso molecular de los componen- 
tes que reaccionaban con anticuerpos G - terminales p sspecificos. 
En ambos tipos de extractos se obtuvo siempre un pico inmunoreac­
tivo de un peso molecular de 3500 dalton ., pudiéndose detectar - 
también otros dos picos adicionales de mayor peso molecular ( Fig
5 y 6 }. Tanto el material de mayor peso molecular como el que -
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eluyé antes del marcador insulina - I , no variaron su perfil - 
cromatogréfico cuando fueron tratados con écido acético 1 U ( Fig
6 ) lo cual, de acuerdo con los estudios de Hojvat y col., parece
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indicar que no se trata de polimerizaciones de la molécule de - 
3500 dalton ni de uniones a protefnas de alto peso molecular. - 
Por tanto, el glucagén como tel molécule de 3500 dalton , puede -
ser anadido a la lista de otras hormonas identificadas en las -
gléndulas salivares de roedores , taies como factor de crecimien- 
to nervioso"'( FRAZIER y col., 1972 ) , factor de crecimiento epite- 
lial ( g STARKEY y col.,1975 ) y, posiblemente, gastrina ( TATEUCHI 
y col.,1973 ).
Aunque el glucagén tipo pancreético, dentro del tracto 
gastrointestinal, solo habfa sido localizado en el estémago, no— 
sotros hemos podido también detectarlo en cantidades apreciablas 
tanto en el intestine delgado como en el grueso [ Tablas 2 y 5 ). 
El contenido de GLI , de acuerdo con estudios anteriores, présen­
ta una distribucién tfpica en el tracto gastrointestinal, siendo 
préctioamente nula en el estémago y alcanzando los niveles méxi- 
mos al final del intestine, concretamente en el fleon ( Tablas 2
y 5 }. El reducido cociente glucagén/GLI ( Tablas 2 y 5 ) en el
yeyuno e fleon indica que el components hormonal prédominants - 
era el GLI.
En contraste con la amplia distribucién del glucagén y - 
GLI, la inmunoreactividad para la insulina esté limitada exclusi- 
vamente al péncreas y timo ( Tabla 4 ).
Es pues un hecho claro que el glucagén tipo pancreético 
es una hormona de amplia distribucién no circunscrita exclusivamen- 
te al pancréas y tracto gastrointestinal. Sin embargo, la primera 
interrogante que surge es si esta molécula con inmunoreactividad - 
para el glucagén posee o no una serie de caracterfsticas que la -
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identifiquen con la hormona pancreética.
Con objeto de averiguar esto, realizamos una serie de 
experimentos disenados para conocer las caracterfsticas inmunolé- 
gicas, fisicoqufmicas y biolégicas del polipéptido que habfamos - 
detectado en érganos extrapancreéticos, estudiando para ello su - 
comportamiento f rente a antisueros sspecfficos C - terminales, su 
comportamiento electroforético y cromatogréfico y su capacidad de 
unién a receptores para glucagén présentes en membranas plasmati- 
cas hepéticas.
Las curvas de dilucién inmunolégicas obtenidas con el - 
anticuerpo C - terminal 30K ( Figs 15 , 16 y 17 ) proporcionaron 
una Clara evidencia de la similitud en el comportamiento inmuno­
reactivo del glucagén cristalino, glucagén pancreético y el mate­
rial presents en tiroides, gléndulas suprarrenales, yeyuno y ti­
mo de rata y gléndulas submaxilares y parétidas de rata y humanos. 
El hecho de que estas sustancias posean una inmunoreactividad con 
el 30K igual que el glucagén implica que comparten idénticos dé­
terminantes antigénicos en la secuencia de aminoécidos carboxilo 
terminal de ambas moléculas.
Dada la especificidad de la reaccién entre hormona y 
receptor , el empleo del ensayo de radioreceptor para glucagén - 
constituye una prueba de garantfa para caracterizar la identidad 
biolégica de la hormona de origen extrapancreético. Los aspectos 
bioqufmicos del receptor de glucagén y la adenilato ciclasa aso— 
ciada con membranas hepéticas de rata, han sido exhaustivamente - 
estudiados, especialmente por Rodbell y col. ( RüDBELL y LONDON - 
1976 ). Las membranas de hepatocitos de rata poseen receptores - 
con una alta afinidad para el glucagén. A pesar de que la cinéti-
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ca de unién del glucagén pancreético a estos receptores ha sido - 
muy bien estudiada, aén no esta claro si el entero glucagén y el 
glucagén tipo pancreético interaccionan o no con receptores hepé- 
ticos.
Bataille y col [ BATAILLE y col.,1974 } han mostrado 
que extractos crudos intestinales pueden interferir con la unién 
de glucagén marcado a membranas hepéticas de rata ; este efecto - 
sin embargo no fue observado por otros autores ( POHL y QHASE , - 
1972 ). Holst ( HOLST , 1975 ) encontré que el enteroglucagén - 
porcino se unfa a membranas hepéticas pero con mucha menor afini­
dad que el glucagén estandar cristalino. Estos autores mostraron 
que para reducir la unién de glucagén marcado en un 50 %, necesi- 
taban cuatro veces més enteroglucagén que glucagén cristalino.
Con objeto de encontrar una preparacién adecuada para 
el ensayo de la actividad biolégica del glucagén - tipo — pancreé­
tico, localizado en varios érganos extrapancreéticos, elsgimos - 
membranas plasméticas de hlgado de rata, debido fundamentalmente 
a que el hlgado es el érgano diana més importante para la accién 
fisiolégica del glucagén y a que las membranas plasméticas hepé­
ticas de rata poseen sitios de unién para glucagén de alta afini­
dad.
Los resultados obtenidos con este sistema ( Figs 13 y 
20 ) indican que el glucagén présente en los distintos érganos - 
extrapancreéticos provoca una inhibicién de la unién de glucagén 
radiactivo a las membranas, proporcional a la concentracién y - 
semejante a los desplazamientos obtenidos con glucagén cristalino 
estandar. De los anélisis de Scatchard ( Figs 19 y 21 ), se puede 
deducir también que el glucagén tipo pancreético de estos érganos
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se une a membranas hepéticas de rata con la misma afinidad que la 
hace el glucagén pancreético y el glucagén estandar cristalino y 
que, potencialmente por tanto, puede estimular la adenilato ci­
clasa y dar origen a todos los efectos metabélicos conocidos del 
glucagén.
Los estudios de electroforesis con geles de poliacri- 
lamida, indican también ( Figs 11 , 12 , 13 y 14 ) que la movili- 
dad electroforética del glucagén de érganos taies como timo y - 
gléndulas submaxilares de rata y gléndulas parétidas y submaxila­
res de humanos, es idéntica a la que présenta el glucagén estan­
dar cristalino. Asimismo en algunos érganos se pudo detectar una 
sustancia con una movilidad electroforética muy baja que fue en­
contrada también en los estandar de glucagén cristalino, probable- 
mente una sustancia de un elevado peso molecualr.
Coincidiendo con estudios realizados en los éltimos — 
ahos, hemos podido observar que en los distintos érganos extra­
pancreéticos existen ademés de la molécula de 3500 dalton ,otras 
sustancias intimaraente rslacionadas con el glucagén. La primera - 
informacién referente a la heteroganeidad de las formas inmuno- 
reactivas de glucagén circulante fue presentada por Valverde - 
( VALVERDE y col., 1970 ). Par cromatografia del plasma de huma*- 
nos y animales de experimentacién en columnas de Bio-Gel P-30, - 
estos autores pudieron detectar cuatro fracciones inmunoreactivas, 
La primera de ellas eluyé en el volumen vaclo de la columna y la 
llamaron BPG ( " gran glucagén del plasma " ). La identidad del 
BPG ha sido un-misterio durante mucho tiempo. Valverde observé - 
que el tratamiento con urea 8 M o écido acético 1 M no alteraba
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el modelo cromatogréfico, pero que la incubacién del BPG con trip- 
sina conducfa a la aparicién de una molécula con un peso molecular 
semejante al glucagén, Una fraccién semejante al BPG ha sido ob- 
servada en extractos de péncreas y parece tener un peso molecular 
de 160000 dalton,, A pesar de la presencia de este material en is- 
lotes y en extractos de péncreas, no hay aén evidencia convincente 
de que el BPG ses secretado por las células A. Informacién més re- 
ciente indica que el BPG tiene una actividad glucogenolftica en - 
higado que es al menas tan potente como la del glucagén porcino — 
cristalino.
La segunda fraccién localizada posela un peso molecular 
de 9000 dalton y parecfa ser idéntica a un material encontrada en 
extractos de tejido pancreético y que ha sido denominado LGI. Estu­
dios relacionados con el LGI indican que poses poca actividad bio­
légica y que su vida media on plasma es dobls de la que posee la 
fraccién de 3500 dalton ( O'CONNOR y LAZARUS, 1976 ).
La tercsra fraccién fue el glucagén de 3500 daltonr y 
la euarta y éltima fraccién correspondis a un material con un peso 
molecular de 2000 o menor el cual, probablemente représente produc- 
tos de dsgradacién del glucagén. La proporcién de estas cuatro com- 
ponenetes en la inmunoreactividad total del plasma varia segun las 
condiciones y las diferentes especies animales.
Sin embargo por los resultados presentados en este - 
trabajo, referentes al estudio de los pesos moleculares de los ma- 
teriales con inmunoreactividad para el glucagén detectados en ér­
ganos extrapancreéticos, sugieren que los componentes inmunoreac— 
tivos detectados por Valverde y col no son solo de origen pancreé­
tico. Las Figs 4 , 5 y 7 , muestran la presencia de varias fraccio-
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nés con inmunoreactividad para el glucagén en el timo, yeyuno y 
gléndulas sybmaxilares de la rata y gléndulas submaxilares y par 
rétidas de humanos. El pico observado en el volumen vac£o de le 
columna podria ser similar al BPG, mientras que el material elui- 
do hacia la fraccién nûmero 20 parece corresponder en peso mole­
cular a la fraccién de 9000 dalton encontrada por aquellos auto­
res. En todos los érganos cromatografiados se obtuvo también un 
pico inmunoreactivo que corresponde al glucagén de 3500 dalton y 
picos adicionales de menor peso molecular representando probable­
mente productos de degradacién de las très fracciones anteriores.
El material présente en el volumen vacfo de la colum­
na y el de peso molecular cercano a 9000 dalton ., no parecen re­
présenter glucagén unido a protefnas ni polimerizaciones de esta 
hormona, puesto que después de la cromatograffa en écido acético 
1 U ( Fig 6 ) , ambos picos retienen su perfil cromatogréfico.
Por los estudios de caracterizacién anteriormente des- 
critos, se puede afirmer que en los distintos érganos extrapan­
creéticos de la rata y gléndulas salivares de humanos , existe - 
una heterogeneidad de sustancias relacionadas con el glucagén, - 
cuyo comportamiento irtmunolégico con anticuerpos C - terminales 
es idéntico al que posee el glucagén pancreético y euya movilidad 
electroforética y afinidad por los receptores para esta hormona 
en membranas plasméticas de hlgado, no presentan tampoco ninguna 
diferencia con respecto al glucagén secretado por las células A 
de los islotes pancreéticos.
Parece por tanto un hecho establecido que el material 
detectado en el tracto gastrointestinal, timo, gléndulas suprarre-
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nales, tiroides, hipéfisis y glandulas salivares représenta "au- 
téntico"glucagén y, posiblemente precursores de esta hormona.
Asf como los estudios de caracterizacién del gluca­
gén extrapancreético parecen indicar que se trata de una hormona 
con idénticas caracterfsticas que el glucagén pancreético, los - 
estudios realizados para caracterizar la inmunoreactividad para 
la insulina no dieron los misrnos resultados. En 1965 se mostré - 
por primera vez ( PANSKY y col.,1965 ) la presencia de un material 
inmunoreactivo para la insulina en el timo de ratones leucémicos, 
pero estos autores no aportaron ningén dato que lo identificara.
La inmunoreactividad detectada por nosotros en el timo de ratas 
contrôles y diabéticas, parece ser distinto de la insulina pan- 
creética por diferentes criterios :
1) En ratas hechas diabéticas por la administracién intracardfaca 
de estreptozotocina, los niveles de insulina présentes en el — 
timo no disminuyeron, como ocurrié en si péncreas de animales 
diabéticas, e incluso experimentaron un ligero incremento.
2) Le cromatograffa de dicho;material en columnas de Bio-Gel P-3C
produjo dos pequenos picos ( Fig 10 ) pero ninguno coinciden-
125te con el lugar de elucién del marcador insulina - _ % y
3) Su movilidad electroforética fue distinta de la que posefa la 
insulina cristalina de rata y la insulina de extractos pan­
creéticos.
Hasta ahora, el significado de las distintas fraccio­
nes inmunoreactivas para el glucagén encontradas en érganos extra­
pancreéticos es incierto, su rslacién con el glucagén pancreético.
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rsspuesta a estlmulos e incluso peso molecular.esté aén en debate, 
pero lo que parece evidente es que en todos los érganos donde es - 
posible localizar glucagén tipo pancreético existen también otras 
formas de alto peso molecular con una casi segura relacién con es­
ta hormona en el proceso biosintatico de la célula A, tanto pan- 
creética como extrapancreética.
En los ultimos anos, la bioslntesis de glucagén ha si­
do objeto de intenses estudios en varios laboratories, sin embargo 
es poco lo que se conoce acerca de su mécanisme en los sistemas de 
memfferos. Considerando la facilidad con que la insulina es sinte- 
tizada en islotes aislados de mamiferos, la bioslntesis de gluca­
gén es extremadamente dificil de conseguir en ellos.
En nuestro sistema de células aisladas de glandulas - 
submaxilares, tanto de rata como humanas, hemos conseguido unas -
3
claras y elevadas incorporaciones de triptéfano - H en moléculas 
con diferentes pesos moleculares. Estudios recientss sobre el mé­
canisme de la bioslntesis de glucagén han presentado evidencias de 
la existencia de moléculas de alto peso molecular , entre 69000 y 
4500 dalton. [ TUMG y col.,1976 , TUMG y ZEREGA,1971 , NOS y BAUER 
1973 y TUNG, 1973 ) que pueden ser marcadas con triptéfano radiac­
tivo.
Los resultados presentados por nosotros apoyan la - 
idea de que materiales con un peso molecular superior a 3500 dal­
ton: estén implicados en al proceso biosintético ( Figs 22 , 23 ,- 
24 y 23 ), La utilizacién en nuestros estudios de un anticuerpo - 
dirigido especfficamente contra la regién carboxilo terminal de la 
molécula de glucagén, frents a la mayorfa de los estudios biosin— 
téticos que miden exclusivamente la incorporacién de radiactividad
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por las células do los islotes pancreéticos, hace posible identi­
ficar positivamente como glucagén el material elufdo en la zona - 
de 3500 dalton ' de peso molecular y como moléculas relacionadas - 
con él los coraponentes que eluyen con anterioridad.
Estos distintos materiales se han encontrario en un - 
cierto numéro de especies, incluyendo el hombre. Poffenbarger - 
( POFFENBARGER y col.,1971 ), utilizando islotes aislados de ra- 
tén describieron incorporacién de leucine - H en una protefna - 
que eluyé con unas caracterfsticas de peso molecular de 20000. -
Otros autores { PETERSEN y col,1975 ) utilizando una mezcla de -
3
aminoécidos .marcados con H, obtuvieron incorporacién en una - 
molécula de aproximadamente 16000 dalton en islotes aislados de 
ratén, la cual podrfa ser unida por anticuerpos dirigidos contra 
el glucagén. Ambos autores sin embargo, no fueron capaces de obte- 
ner sfntesis de glucagén de 3500 dalton . Tung ( TUNG , 1973 )uti­
lizando islotes de paloma aislados con colagenasa obtuvieron in-
3
corporacién de triptéfano - H en un material con un peso molecu­
lar aparente de 69000 dalton . Si este material y el de 20000 dal­
ton estén relacionados es algo que aun es desconocido. Hellers- 
trom y col ( HELLERSTROM y col.,1974 ) obtuvieron incorporacién de 
radiactividad en une molécula de un peso molecular de 18000 dal­
ton el cual, cuando se fraccionaba a un pH bajo se disociaba en - 
un material con un peso molecular de 9000 dalton .
Aunque hay evidencias que sugieren que estas moléculas 
mayorss pueden servir como intermediaries en la biosfntssis de — 
glucagén, pruebas convincentes sobre una transferencia mctabélica 
de radiactividad de estas moléculas mayores al glucagén de 3500 -
dalton no han sido aun encontradas. En efecto, como resultado de
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un estudio utilizando islotes aislados de paloma ( O'CONNOR y 
LAZARUS, 1974 } no se pudo demostrar transferencia metabélica de 
radiactividad de una molécula de 6000 dalton a la molécula de 
3500 dalton ,
Con la obtencién de una clara incorporacién de trip-
3 ■
téfano - H , en nuestro sistema de trozos de tejido de tiroides 
y glandulas suprarrenales y células aisladas de timo y gléndulas 
submaxilares, en diferentes protefnas con distintos pesos molecu­
lares y la demostracién de la capacidad de unién de estos polipép— 
tidos a anticuerpos C - terminales para el glucagén, ha quedado - 
claramehts establecido que estos érganos no son meros depésitos - 
de esta hormona, sino que son capaces de sintetizarla activamente. 
Debido a la poca informacién existante acerca de la posible rela­
cién entre los componentes con distinto peso molecular séparados 
por cromatograffa y la molécula de 3500 dalton , realizamos una 
serie de experimentos,cuyos resultados se muestran en las Figs 23, 
25,26 y 27, encaminados a esclarecer este hecho. En la Fig 23 se 
puede observar que , después de la primera hora de incubacién de -
las células, ya se puede detectar un péptido de elevado peso mole-
3
cular marcado con triptéfano - H y con inmunoreactividad para si 
glucagén. Incrsmentando el tiempo de incubacién, la inmunoreacti­
vidad asociada con este pico se mantiene més o menos constante ,-
mientras que vé apareciendo una mayor proporcién de ella en zonas
125;:
anteriores al marcador insuline- : I y en la zona de 3500 dalton , 
indicando la conversién a moléculas més pequenas. La répida desa— 
paricién de la molécula elufda en las fracciones 19-21, parece - 
indicar que sirve como molécula intermediaria en el proceso de 
biosfntssis.
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Existen varios argumentos en favor de que las formas - 
de alto peso molecular no sean polfmeros del glucagon ;
1) Aparscen al menos 1 hora antes de que se detects radiactividad 
en la regién del glucagén
2) Con incrementos del tiempo de incubacién, la cantidad de inmuno­
reactividad en la zone de peso molecular 3500 vé aumentando en 
comparacién con las cantidades de la molécula aparecida en la - 
zona precursors.
3} La tripsinizacién del precursor aislado y el fraccionamiénto - 
cromatogréfico del digerido trfptico ( Fig 27 ) muestran que las 
moléculas de alto peso molecular pierden inmunoreactividad - 
mientras que simulténeamente aparece un polipéptido que poses el 
peso molecular del glucagén y que muestra mucha mayor inmunoreac­
tividad que la molécula de la zona precursors.
Con objeto de averiguar si las formas de alto peso - 
molecular sintetizadas en las gléndulas submaxilares de rata te— 
nfan alguna relacién precursor - producto, realizamos una serie de 
experimentos en los que se indujo una inhibicién de la sfntesis de 
protefnas en mementos crfticos del proceso.
En la Fig 25, panel 8, se puede observar una clara in-
3
hibicién de la incorporacién de triptéfano - h en la molécule de 
mayor peso molecular después de la adicién de cicloheximida al me­
dio, mientras que la inmunoreactividad localizada en este pico - 
se desplazé de una forma inequfvoca hacia una molécula de un peso 
molecular de 3500 dalton
3
La inhibicién de la incorporacién do triptéfano - h - 
en protefnas de alto peso molecular, bien por la adicién de ciclo-
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3
heximida o bien por la sustraccién de triptéfano - H del medio
de incubacién y la subsecuente aparicién de inmunoreactividad en
otra molécula mas pequena con un peso molecular idéntico al del
glucagén de 3500 dalton;..-, junto con los datos obtenidos desnués
del tratamiento con tripsina y de las incubaciones con triptéfa- 
3
no - H a distintos tiempos, parecen indicar que el nroducto - 
primario de sfntesis de la célula A no es la molécula de 3500 - 
dalton , sino una molécula mayor ( Figs 25 y 26, fracciones 14 - 
19 ) cuva ruptura metabélica darfa origen al glucagén de 3500 -
dalton , probablemente a través de varios intermedios de conver­
sién.
Par los resultados obtenidos con nuestro sistema de - 
células aisladas con colagenasa de gléndulas salivares, se puede 
deducir que estas células son un excelente sistema para estudiar 
la biosfntssis de glucagén. Estas células se pueden obtener con - 
gran facilidad por tratamiento con colagenasa y sin que se pro- 
duzcan altsraciones durante el proceso de aislamiento, lo cual da 
lugar a altos porcentajes de viabilidad celular.Los datos obteni­
dos con ellas indican una biosfntssis primaria de una molécula de 
alto peso molecular y una rotura metabélica de esta para dar glu­
cagén de 3500 dalton a través de moléculas intermedias con dife­
rentes pesos moleculares. Estos hallazgos parecen estar de acuer­
do con la existencia de moléculas precursoras comunes para gluca­
gén y GLI ( glicentina o materiales semejantes a ella } en las - 
células A pancreéticas y extrapancreéticas.
Algunos autores han sugerido que el GLI puede repré­
senter simplemente una familia primitiva de péptidos de los que se 
pueden haber desarrollado hormonas estructural y biolégicamente -
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relacionadas, como el glucagén, secretina, VIP y GIP ( WOODY y 
col.,1977 ), pero euya actividad biolégica especializada se mani- 
fiesta solo por los polipéptidos que derivan de ella. Parece evi­
dente sin embargo, que todos los polipéptidos igual que el gluca­
gén del péncreas y érganos extrapancreéticos comparten una ruta - 
biosintética comén.
Recientemente se ha aislado de intestine porcino un - 
péptido de 100 aminoécidos, la glicentina, que contiene la secuen­
cia entera del glucagén extendida en 63 aminoécidos en su porcién 
amino terminal y en 8 aminoécidos en su porcién carboxilo terminal 
[ SUNDBY y col.,1976 }. Un péptido de un peso molecular de 4500 - 
ha sido aislado también de péncreas bovino el cual contenfa igual- 
mentela secuencia compléta del glucagén extendida en 8 aminoécidos 
en su extreme 0 - terminal. Posteriormenta estudios de inmunofluo- 
rescencia, utilizando un antisuero que no une glucagén y dirigido 
especfficamente contra la molécula de glicentina, han mostrado la 
presencia de este material en las células A del péncreas y esté­
mago y en las células L del intestine ( RAVA2Z0LA y col.,1979 ).
Estos y otros estudios relacionados, han proporciona- 
do las bases para la clarificacién de las estructuras de los pép­
tidos semejantes al nlucagén, Los componentes del IRG posen la se­
cuencia entera del glucagén extendida solo en su extreme amino - 
terminal, y por tanto , el inmunodeterminante C-terminal del glu­
cagén es accesible => los anticuerpos. Los componentes del GLI tam­
bién contienen la secuencia entera del glucagon pero extendida - 
también en su extremo C-terminal, con lo cual el inmunodeterminan­
te C-terminal del glucagén no es accesible a los anticuerpos. Rup- 
turas progresivas en la extensién amino terminal del precursor co-
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mun de les polipéptidos relacionados con el glucagdn, sin extrac- 
ci6n de la extension C-terminal, dâ origen al GLI que prédomina - 
en el intestine. Par el contrario, la extraccidn de la extension 
C-terminal dâ origen a los IRG que predominan en el pâncreas.
Parece por tanto évidente que la diferente distribu- 
ci6n de los polipéptidos semejantes al glucagdn en los tejidos,no 
es debido a una diferencia en el producto primario del gen de las 
células endocrinas, sino que es una consecuencia del diferente - 
procesemiento de un unico producto ( proglucagdn } por diverses - 
enzimas proteollticas de estas cdlulas.
Aunque incompletamente conocida, algo mds se sabe - 
acerca del control de la secrecidn de glucagdn por las cdlulas A 
del pdncreas. Los resultados de las Tablas 10 y 11, obtenidos con 
células aisladas de timo y gldndulas salivares de rata y humanos, 
incubadas in vitro, indican que, al igu=l que ocurre con los islo- 
tes pancredticos, la liberacidn de glucagdn parece ser un fendmeno 
dependiente de la concentracidn de glucose en el medio. Altas con- 
centraciones de glucose inhiben la secrecidn de glucagdn, mientras 
que esta es estimulada cuando el medio es glucopdnico. De una for­
ma semejante a.lo que ocurre en islotes pancredticos incubados in 
vitro, la arginina y la noradrenaline fueron dos potentes estimu- 
lentes de la secrecidn de glucagdn al medio de incubacidn pur - 
parte de las celulas de distintos drganos extrapancreéticos.
Los aparentemente elevados valores de liberacidn de - 
glucagdn observados en la tabla 10 por las gldndulas submaxilares 
de rata, pueden ser explicados en funcidn de su alto contenido en 
glucagdn detectado con el método de extraccidn dcido - salino.
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El efecto de la insuline sobre la liberacidn de glu­
cagdn y su posible modo de accidn no es bien conocido. Un efecto 
inhibitorio de la insuline exdgena sobre la liberacidn de gluca­
gdn ha sido presentada " in vivo " e " in vitro " por diferentes 
autores ( MULLER y col.,1971 y PAGLIARA y col.,1975 ), aunque -
otros, sin embargo, no han sido capaces de reproducir dicho efec­
to. La existencia de un sistema regulador entre el glucagdn y la 
insuline enddgenos podrîa explicar este fendmeno.
Numerosas observaciones sin embargo, apoyan el con- 
cepto de que la cdlula A pertenece a la familia de las cdlulas - 
sensibles a la insuline ( igual que el mdsculo, adipocitos o gldn- 
dula mamaria ), y que la insuline es necesaria para permitir la - 
entrada de glucose en la cdlula A y la subsecuente inhibicidn de 
la secrecidn de glucagdn. Se ha postulado la posibilidad de que 
la insuline orovoque supresidn de la liberacidn de glucagdn por - 
una facilitacidn del transporte de glucose y su metabolizacidn - 
dentro de la cdlula A. Gstenson y col ( OSTENSON y col.,1977 ) -
encontraron que el efecto supresivo de la insuline sobre la libe­
racidn de glucagdn por las cdlulas A pancreàticas incubadas " in 
vitro " era modulado vfa un metabolismo estimulado de la cdlula A,
La cdlula A pancreatica normal, en estrecho contacto 
dentro de los islotes con cdlulas 3 adyacentes , esta normeImente 
expuesta a altas concentraciones de insulina, por tanto su sensi- 
bilidad a la insulina exdgena adicional puede ser dificil de de- 
mostrar. En este sentido, las cdlulas A extrapancreaticas repre- 
sentan un interesante modèle de cdlulas A aisladas en un drgano 
privado de cdlulas B adyacentes. Recientemente ( LEFEBRE y LUYCKX 
1978 ) se ha mostrado que concentraciones de insulina tan bajas 
como 5 - 1 0  pU/ml ejercen alguna inhibicidn sobre la liberacidn
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de glucagdn de la cdlula A gdstrica canina. Otros autores, sin - 
embargo, no han podido detectar influencia de la insulina exdgena 
sobre la liberacidn de glucagdn extrapancredtico.
En nuestro sistema, las cdlulas aisladas de glândulas 
salivares de rata y humanos y timo de rata ( Tablas 10 y 11 no 
fueron muy sensibles a la accidn de la insulina anadida al medio 
de incubacidn. Aunque los valores de liberacidn de glucagdn estu— 
vieron por debajo de los valores basales, su diferencim non ellos 
no llegd a ser significative.
Ostenson y col., observaron un efecto inhibitorio " in 
vitro "de la insulina sobre cdlulas A pancredticas, pe-ro desouds - 
de haberlas aislado de las cdlulas B adyacentes v haberlas mante- 
nido en cultive en ausencia total de insulina antes de comenzar 
el experimento. En nuestro caso, la mener sensibilidad de la cdlu­
la A extrapancreatica a la accidn de la insulina, con respecte a - 
los dates obtenidos por nstenson y col.,podria deberse a que, tan­
te el timo como las gldndulas submaxilares, estdn muy inervadas y 
estuvieron expuestas , hasta el memento de realizar el experimento 
a las concentraciones normales de insulina en plasma.
De cualquier modo, el postulado efecto regulador insu­
lina glucagdn, debe aun ser estudiado a fonde.
El oapel fisioldgico de los RLIs intestinales y del - 
TRG, nroducidns por drganos distintos del odncreas, no ha sido to- 
davia totalmente establecido, debido principalmente a que el mate­
rial puro es dificil de obtener y a que los dates de que se dispe­
nse sobre los mécanismes de secrecidn son escasos. Los dates pre- 
senatdos en este estudio parecen indicar que las cdlulas A oresen-
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tes en drganos taies como el tiroides, timo, gldndulas suprarre- 
nales y gldndulas salivares, siguen un modelo de secrecidn mds o 
menos similar al que poseen las cdlulas A de los islotes.
Si como se ha postulado ( WEIR y col.,1976 ), las - 
altas concentraciones de insulina intra - islote juegan un papel 
“sencial en la supresidn de la liberacidn de glucagdn inducida - 
por la glucosa, la ausencia de altos niveles de insulina alrede- 
dor de las cdlulas A extrapancredticas podria explicar la persis- 
tencia de concentraciones en plasma anormalmente altas de gluca­
gdn en pacientes diabdticos recibiendo una terapia convencional 
de insulina.
De cualquier forma lo que si parece claro, es que la 
liberacidn de glucagdn juega un papel importante en el mantenimien- 
to de la gravedad de la hiperglucemia en sujetos diabdticos y hay 
muchos datos que sugieren que el glucagdn extrapancredtico puede 
contribuir a la hiperglucagonemia observada en ciertos tipos de - 
diabetes ( DOBBS y col.,1975 }.
El reciente interds en el conocimianto de la sstructu- 
ra y funcionalidad bioldgica del glucagdn y materiales relaciona­
dos con dl ( IRG y GLI }, ha llevado tambidn a la bdsqueda de la 
causa de la amplia distribucidn de estes materiales, relaciondn- 
dolos para elle con cdlulas entero - endocrinas. Las cdlulas en- 
tero - endocrinas estan distribuidas en el epitelio a travds de 
todo el tracto gastrointestinal, mostrando importantes acumulacio- 
nes en la regidn oildrica y en el duodeno. La mayoria de los ti­
pos celulares endocrines ( cerca de 16 } son responsables de la 
sintesis de varias hormonas entdricas y, algunas cdlulas entero -
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endocrinas, pueden sintetizar mâs de una hormona peptldica. Es­
tas cdlulas se han clasificado a veces como " cdlulas sensoria- 
les " y las hormonas producidas por allas se han interpretado co­
mo équivalentes de sustancias neurotransmisoras. Investigaciones 
morfoldgicas sugieren que las cdlulas entero - endocrinas estdn 
contreladas por estimulos qnimicos y fisicos, incluyendo aquellos 
debidos a la composicidn del quimo. Las hormonas entdricas pueden 
actuar directamente influyendo en el medio ambiante mds cercano 
por una ruta " paracrina ” o pueden tambidn afectar drganos dia- 
na por una ruta endocrina.
Las cdlulas entero - endocrinas s_. han clasificado - 
junto con cdlulas similares del pdncreas constituyendo las cdlulas 
endocrinas " gastro - entero - pancredticas " ( sistema endocrine 
gastro - entero - pancredtico }. Las caracteristicas citoquîmicas 
de muchas de estas cdlulas han conducido a la definicidn de la sé­
rié de cdlulas APUD ( ver Introduccidn , apartado 2 ). Las carac- 
teristicas comunes de estas cdlulas ( en las que estdn incluidas 
las cdlulas A produeteras de IRG y las cdlulas L productoras de 
GLI } han conducido a algunos autores a postuler la existencia de 
unas cdlulas progenitoras, comunes para todas ellas, que se origi- 
narlan de la cresta neural, tubo neural o neuroectodermo, las cua- 
les migrarian durante el desarrollo embrionario temprano a sus lo- 
calizaciones definitivas en los diferentes drganos. Sin embargo - 
hasta el presents no se ha presentado una evidencia concluyente - 
de esta hipdtesis y el tema estd adn en controversia.
C O N C L U S I O N E S
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1.- Aunque el polipdptido de 29 residues aminodcidos, glucagdn, 
ha sido localizado en pdncreas, estdraago canine y mucosa duo­
denal del cerdo, la distribucidn que présenta en la rata es 
mucho mas amplia, pudidndose detectar su presencia con anti- 
cuerpos especfficos C-terminales, en todo el tracto gastroin­
testinal, gldndulas salivares, timo, gldndulas suprarrenales, 
tiroides, hipdfisis y rinones. Las mdximas concentraciones de 
glucagdn extrapancredtico se detectaron en el tracto gastro­
intestinal y gldndulas submaxilares.
2.- La distribucidn y contenido de glucagdn extrapancredtico es - 
especifica de cada especie. Mientras que en la rata el tracto 
gastrointestinal y gldndulas submaxilares parecen ser la fuen- 
te principal, las gldndulas submaxilares del perro-.solo poseen 
cantidades trazadoras de esta hormona poseyendo, sin embargo, 
el tiroides, una importante capacidad secretora de glucagdn, - 
Lrs gldndulas submaxilares de humanos, aunque en mucha menor 
proporcidn que la rata, poseen una cantidad apreciable de glu­
cagdn.
3.- La distribucidn de la inmunoreactividad para insulina parece 
limitada al pdncreas y timo de rata, aunque el péptido loca­
lizado en este ultimo drgann no comparte las mismas caracte- 
rfsticas de la insulina pancredtica.
4.- El fraccionamiento cromatogrdfico de extractos de yeyuno, ti­
mo y gldndulas submaxilares de rata revelo la presencia en es­
tes drganos de cuatro fracciones inmunoreactivas, detemina- 
das con antisuero C-terminal f 30K 1 sim % ares las observa-
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das en el plasma de humanos y animales de experimentacidn, 
las cuales corresponden al glucagdn ( 3500 dalton . ) y a mo- 
Idculas,probablemente precursoras,de mayor peso molecular.
5.- El glucagdn inmunoreactivo extrapancredtico posee la misma - 
afinidad que el glucagdn pancredtico para los receptores de 
esta hormona présentes en las membranes hepdticas de rata.
6.- Las gldndulas submaxilares de rata y humanos y el timo,tiroi­
des y gldndulas suprarrenales de rata, liberan glucagdn en 
respuesta a los mismos estimulantes que movilizan esta hormo­
na a partir de las cdlulas A pancredticas.
7.- La elevada secrecidn de glucagdn por las gldndulas submaxila­
res de rata, tanto en condiciones basales como durante la es- 
timulacidn por arginina o por bajas concentraciones de gluco­
sa, indice que este drgano puede ser una fuente importante de 
glucagdn en la rata.
8.- El modelo de secrecidn de glucagdn por el estdmago y tiroides 
de perro es similar al que posee el pdncreas de estos anima­
les ,
9.- En comparacidn con los animales contrôles, en los perros dia­
bdticos se observd una mayor concentracidn de glucagdn circu­
lante, en condiciones basales y tras la estimulacidn con ar­
ginina. A esta hiperglucagonemia contribuyeron tanto el pan­
creas como '^l estdmago y tiroides.
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10.- La incubacidn " in vitro " de cdlulas aisladas de timo de - 
rata y gldndulas submaxilares de rata y humanos y trozos de 
tejido de tiroides y gldndulas suprarrenales de rata con - 
triptdfano marcado radiactivamente, produce una incorpora- 
cidn de este aminoacido en proteînas con diferentes pesos - 
moleculares,
11.- Estas proteînas fueron identifiesdas como glucagdn y pdpti- 
dos relacionados con el dada su capacidad de reaccidn con - 
anticuerpos C-terminales especlficos para glucagdn.
12.- La aparicidn de una moldcula de tamano iaual al glucagdn - 
despuds de la tripsinizacidn del pico inmunoreactivo de ma­
yor peso molecular, indica que una estructura semejante al 
glucagdn ( 3500 dalton ) estd presents dentro de ella.
13.- La inequîvoca demostracidn de una transferencia de inmunoreac­
tividad desde la moldcula de alto peso molecular al producto 
de 3500 daltons, observada en unas oondiciones de inhibicidn 
de la sfntesis de proteînas por adicidn de cicloheximida al 
medio de incubacidn o por extraccidn de este del triptdfano 
marcado radiactivamente, indica que el glucagdn,al igual que 
la insulina, es biosintetizado via un precursor de alto peso 
molecular que es transformado metabdlicamente en glucagdn de 
3500 daltons.
14.- El peso molecular y la corta vida media del oico eluldo in- 
mediatamente despuds del de mayor peso molecular, parecen in­
dicar la existencia de productos intermediarios en el proce- 
so de bioslntesis del glucagdn.
B I B L I O G R A F I A
ASSAM, R. y N. SLUSHER . Diabetes 21 : 843, 1972.
ASSAM, R. , G. TCHGBRGUTSKY y G. ROSSELIN . Pathol. Biol. 17 :
747, 1969.
AVRUCH, J y D.F.H. WALLACH. Biochem Biophys, Acta. 233 ; 334, -
1971.
BAETENS, D. , C. RUFENER , B.C. SRIKANT , R. DOBBS , R.H. UNGER
y L. ORCI. J. Cell. Biol. 69 : 455, 1976.
BANTING, F.G. y C.H. BEST. J. Lab. Cli. Med. _7 : 251 , 1922
BARNES,A.J. y BLOOM, S.R. Lancet _1_ : 219, 1976
BARNES, A.J. , BLOOM,S.R. , K.G.M. ALBERTI , P. SMYTHE , A.P. - 
ALFORD y D.J. CHISHOLM . N. Engl. J. Med. 296 : 1250 , 1977.
BATAILLE, D. , P.FREYCHET y G. ROSSELIN . Endocrinology 95 : 713, 
1974.
BATAILLE, D. , N. JARROUSE , N. '^ AMCLIN , C. GESPACH y G. ROSSELIN
En : " Glucagdn : Its role in physiolgy and clinical medicine -
( P.P.Foa,J.S.Bajaj y N.L.Fod,eds.1,Springer-Verlag, Nev/ York, pp- 
255, 1977.
BEAUPAIN, D. y F. DIETERLEN-LIEVRE. Gen Comp. Endocrinol. 23 :
421 , 1974.
BENSLEY, o.R. ûm. ,i. /\nat. 12_ : 297 , 1911.
BENTLEY, P.J. y B.K.FOLLET. J. Endocrinol. ^  : 127, 1965.
BERSON, A. y R.S.YALOWw’ Ann. N. Y. Acad. Soi. fg. : 338, 1959
BLANCHARD, H.H. y M.V.KING. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2^ : 
298, 1966.
SL.AZQ»»'^ 7, E. , Li. MUNQ2-BARRAGAN , G.S.PATTON , R. DORBS y R.H. 
UNGER. J. Lab. Clin. Med. ^  : 971 , 1977.
BLAZQUEZ, E. , L. wr'OZ-RaoRAGAN , G.S. PATTON , L. ORCI , R.E. 
DOBBS y R.H. UNGER. Endocrinology 99 : 1182 , 1976.
BLOOM, W. Anat. Record. 363, 1931.
BOOU1ST, L. , FALKMER, S. y B.K. MEHROTRA. Gen. Comp. Endocrinol.
17 : 236 , 1971.
BROMER, W.W. , L.G.SINN , A. STAUB y O.K.BEHRENS. J. Am. Chem. Soc. 
78 : 3858 , 1956.
BROWN, M. y W. VALE. Endocrinology 98 : 819 , 1976.
BUSSOLATI, G. , C. CAPELLA , G. VASALLO y E. SOLCIA. Diabetologia 
7 : 181 , 1971.
CAPELLA, C. y E. SOLCIA. Arch. Histol. Jap. : 1 , 1972.
CONLON, J.M. , W.K. SAMSON , R.E. DOBBS , L. ORCI y R.H. UNGER.
Diabetes 28 : 700 , 1979.
CARPENTIER, J.L. , F. MALAISSE-LAGAE , W. MULLER y L. ORCI. En :
" Glucagdn : Its role in physiology and clinical medicine " ( P. 
P.Foa, J.S.Bajaj y N.L.Foa, eds. ), Springer Verlag, New York, p^  
23, 1977.
CARRAWAY, R. y S.E. LEEfMN. J. Biol. Chem. 208 : 6858 , 1973.
CAVALLERO, C. y E. SOLCIA. En : " Proc. 14th Symp. Deutsch.Ges.
Endokrinol ", Springer, Berlin, pp 258 , 1968.
CAVALLERO, C. , G. VASALLO , C. CAPELLA y E. SOLCIA. En : " Advan­
ces in gastrointestinal endoscopy" Proc. of 2nd World Congress of 
gastrointestinal endoscopy, Rome and Copenhagen, Piccin Medical
Books, Padova, pp 449 , 1972.
COLLIP, J.B. Am. J. Physiol. 63 : 391, 1923.
DAVIS, B.J. Annals New York Academy of Sciences 121 : 404 , 1964.
DEGONINGK, J.F. , F.A. Van ASSCHE , P.R. POTVLIEGE y W. GEPTS. -
Diabetologla : 326 , 1972,
DIETERLEN-LIEVRE, F. Bull. Biol. Fr. Belg. 49 : 3 , 1965.
DIETERLEN-LIEVRE, F. y D. BEAUPAIN. En : " Evolution of pancreatic
islets '* ( T.A.I.Grillo, L.Leibson y A.Epple, eds. ], Pergamon Press, 
Oxford, pp 37 , 1976,
DOBBS, R. , H. SAKURAI , H. SASAKI , G. FALOONA , I. VALVERDE , - 
D. BAETENS , L.GRCI y R.H. UNGER. Science 1 ^  : 544 , 1975.
EDWARDS, J.C. , S.L. HOWELL y K.W. TAYLOR. Nature 224 : 808 , 1969.
EDWARDS, J.C. , S.L. HOWELL y K.W. TAYLOR . Biochem. Biophys. Acta 
215 : 297 , 1970.
EISENTRAUT, A.M. , N. V/HISSEN y R.H. UNGER. Amer. J. Med. Sci. - 
: 137 , 1968.
ENSINCK, J.W. , C. SHEPARD , R.J. DUDL y R.H. WILLIAMS. J. Clin. 
Endocrinol. Metab. 35 : 463 , 1972.
EPPLE,A. Gen Comp. Endocrinol. ^ : 137 , 1967.
ESTERHUIZEN, A.C. y S.L. HOWELL. J. Cell. Biol. 47 : 593 , 1970. 
EXTON, J.H. y C.R. PARK. J Biol. Chem. 243 : 4189 , 1968.
FALKMER, S. Ann. Endocrinol. ^  : 321 , 1966.
FELIG, F. , J. WAHREN y R. HENDLER. J. Clin. Invest. 58 : 76, 1976,
FOA, P.P. Ergeb. Phvsiol. ^  : 141 ,1968.
FOA, P.P. En " Handbook of physiology Endocrinology, Vol. 1,Sec.7 
( R. Greep y E. Astwood  ^eds. ). American Physiological Society 
Washington, pp 261 , 1972.
FOA, P.P. , S. BERGER , L. SANTAMARIA , J.A. SMITH y H.R. WEINSTEIN. 
Science 117 : 82 ,1953.
FRAZIER, W.A. , R.H. ANGELETTI y R.A. BRADSHAW. Science 276 : 482,
1972.
FREYCHET, P. , R. KAHN , J. ROTH y D.M. NEVILLE. J. Biol. Chem. - 
247 : 3953 , 1972.
FUJIMOTO, W.Y. y J.W. ENSINCK. Fndocinoloay 98 ; 259 , 1976.
FUJITA, T. Arch. Histol. Jap. 29 : 1 , 1968.
FUJITA, T. En " Gastro - entero - pancreatic endocrine system, A 
cell biological approach." ( Fujita eds. ), Georg. Thieme, Stutt­
gart., 1974.
GERICH, J. En " Glucagon : Its role in physiology and clinical Me­
dicine " ( P.P.Foa, J. Bajaj y N.L. Fod , eds. ), Springer - Verlag, 
New York, pp 617 , 1977.
GERICH, J.E. , M.A. CHARLES y G.M. GRODKY. J. Clin. Invest. 54 : 833 
1974.
GREENWOOD, F.C. , W.M. HUNTER y J.S. GLOVER. Biochem. J. 89 ; 114,
1963.
GRILLO, T.A.I. J. Endocrinol. 31 : 67 , 1964.
GRILLO, T.A.T. En " Organogenesis " f R.L.De Haan y H.Ursprung, eds ) 
New York. pp513 ,1965.
biblioteca
GRIMELIUS, L. , C. CAPELLA , R. BUFFA , J.M. PÜLAK , A.G.E. PEARSE 
y E. SOLCIA. Virchows Arch. ( Cell Pathol ) ^  : 217 , 1976.
GROSS, R. y P. MIALHE. Diabetologia ^  : 277 , 1974.
GUIDOTTI, G. ,0. KANAMEISCHI y P.P.FOA. Am J. Physiol. 201 ; 863, 
1961.
1
HELLER, H. y K. LEDERIS. En : " Subcelular organization and function 
in endocrine tissues " ( H.Heller y K.Lederis , eds. ). Unir Press 
Cambridge, 1971.
HELLERSTROM, C. , B. HELLMAN , B. PETTERSSON y G. ALM. En ; " The 
structure and metabolism of the pancreatic islets " ( S.E.Brolin,
B. Heilman y H. Knutson, eds. ). Pergamon Press, Oxford, pp 117 -
1964.
HELLERSTROM, C. , S.L. HOWELL y J.C. EDWARDS. Biochem. J. 1 ^  : 13, 
1974.
HELLERSTROM, C. , S.L. HOWELL , J.C. EDWARDS y A. AMDERSSON. Febs 
Letters 27 : 97 , 1972.
HELLERSTROM, C. , S.L. HOWELL , J.C. EDWARDS y A. ANDERSSON. Post­
grad. Med. J. ^  : 601 , 1973.
HELLE^TROM, C. , S. L. HOWELL, J.C. EDWARDS , A. ANDERSSON y C.G. 
OSTENSON. Biochem J. : 13 , 1974.
HOJVAT, G. , J. KIRSTEIN , V. KISLA , V. PALOYAN y A.M. LAWRENCE.
En " Glucagdn : Its role in physiology and clinical medicine " -
( P.P.Foa, J.S.Bajaj y N.L.Foa, eds. ), Springer Verlag, New York, 
pp 143, 1977.
HOLST, J,J. Diabetologla 11 : 211 , 1975.
HOWELL, S.L. , G. HELLERSTROM y M TYHURST. Horm. Metab. Res. 6:267, 
1974.
HUGGETT, A.S.G. y D.A. NIXON. Lancet 2,: 360 , 1957.
HUNTER, W.M. y F.C. GREENWOOD. Nature 190 : 495 , 1962.
ITO, S. y S. KOBAYASHI. Arch. Histol. Jap. æ  : 193 , 1976.
JACOBSEN, H. , A. DEMANDT, A.J. MOODY y F. SUNDBY. Biochem. Biophys. 
Acta. ^  : 452, 1977.
KFNNY, J. J. Clin. Endocrinol. ^  : 865 , 1955.
KENT, G.C. En : " Comparative anatomy of the vertebrates ", St. Louis 
Mosby, pp 250 , 1969.
KOBAYARMI. s. y T. FUJITA. Z. Zellforsch. Mikrosk. Anat. 100 : 340,
1969.
KOBAYASHI, S. , T. FUJITA y T. SASAGAWA. Arch. Histol. Jap. 21 :^ 77 
197.1.
KORAY&SHT, S. , T. FUJITA y T . SASAGAWA. Arch. Histol. Jap. 32: 428, 
1971.
KNUDSEN, J.B. , J.J. HOLST , S. ASNOES y A. JOHANSFN . Aeta-Pathol. 
Microbiol. Scand. Sect A. 83 : 741 , 1975.
KlIO, J.F. y P. GRFENGARD. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 60 : 1349, -
1969.
LAGUESSF, M.E. Compt. Rend. Soc. Biol. ^  : 819 , 1893
LANE, M.A. Am. J. Anat. 7 : 409 , 1907.
LAWRENCE, A.M. , L. KIRSTEIN , S. HOJVAT , S. RUBIN y V. PALOYAN.
Clin. Res. 23 : 563A , 1975.
LAWRENCE, A.M. , S. TAN , S. HOJVAT y L. KIRSTEIN. Science 195;
70, 1977.
LAWRENCE, A.M. , S. TAN, S. HOJVAT , L. KIRSTEIN y J. MITTON. 
Metabolism ^  ; 1405, 1976.
LARRSON, L.I. , J. HOLST , R. HAKANSON y F. SUNDLER. Histochemis­
try. 44 ; 281 , 1975
LECLERCQ,- MEYER, V. , J. MARCHAND y W.J. MALAISSE. Diabetologia 
27 : 531 , 1976.
LE DOUARIN, N.M. y M.B. TEILLET. J. Embryo1. Exp. Morph. 30 : 31,
1973.
LEFEBVRE, P. En : " Glucagdn:molecular physiology,clinical and thera­
peutic implications" (P.Lefebvre y R.H.Unger, eds. ). Pergamon Press, 
Oxford, pp 109,1972.
LEFEBVRE'*. P. y A.S. LUYCKX. Endocrinology 103 : 1579 , 1978.
LEMAIRE, S. , G. PELLETIER y F. LABRIE. J. Biol.Chem. 2 ^  : 7303, 
1971.
LIKE, A.A. y L. ORCI. Diabetes 21 : 511 , 1971.
LINN, M.C. , D.W. WRIGHT , V.J. HRUBY y M. RODBELL. Biochemistry 
14 : 1559 , 1975a.
LINN - HSIANG, M. y E. POTTER. Arch. Path. 74 : 439 , 1962.
LINDSEY, C. , G. FALOONA y R.H. UNGER. JAm 229 : 1771 , 1974.
LUYCKX, A.S. y P. LEFEBVRE. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1 ^  : 524,
1970.
MACHINO, M. , T. ONDE y H. SAKUMA. Electron Micr. 2^  : 249, 1966.
MAENO, H. , E.M. JOHSON y P. GREENGARD. J. Biol. Chem. 246'-:134
1971.
MAKMAN, M.H. y E.W. SUTHERLAND. Endocrinology. 75 : 127, 1964.
MALETTE, L.E. , J.H. EXTON y C.R. PARK. J. Biol. Chem. ^  ; 5713,
1969.
MARKUSSEN, J. y F. SUNDBY. En " Protides of the biological fluids'*.
( H. Peeters, ed. ). Pergamon Press, Oxford, pp 471, 1970
MASHITER, K. , P.E. HARDING , M. CHOU , G.D. MASHITER, J. STOUT , 
D.D. DIAMON y J.B. FIELD. Endocrinology ^  ; 678, 1975.
"ATSUYAMA, T. y P.P. FOA. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 147 r 97,
1974.
MATSUYAP^,T. , W. HOFFMAN , J. DUNBAR, N.L. FOA y P.P. FOA. Horm 
Metab. Res. 1_ ' 5^2, 1975.
Me GARRY, J.D. y D.W. FOSTER. Am. J. Med. ^  : 9, 1976.
Me LEAN,P. y F. NOVELLO. Biochem. J. 94 : 410 , 1965.
MILLER, M.R. Diabetes _9 : 318, 1960.
MISUGI, K. , N. MISUGI , J. SOTOS y B SMITH. Arch. Pathol. 89 : 208,
1970.
MOODY, A.J. , H. JACOBSEN y F. SUNDBY. En : " Gut hormones" ( S.R. 
Blomm, ed, 1. Churchill Livingstone, Edinburgh, pp 369, 1977.
MULLER, M. , G.R. FALOONA y R.H. UNGER. J. Clin. Invest. 50 : 1992,
1971.
MULLER, M. , f^ .R. FALOONA y R.H. UNGER. Am J. Med. 54 : 52, 1973. 
MUNGER, B.L. Lab. Invest. 11 : 885, 1962.
MUN0Z-8ARRAGAN, L. , E. BLAZQUEZ , G.S. PATTON , R.E. DOBBS y R.H. 
UNGER. Am. J. Physiol. 231 : 1057, 1976
MUNOZ-BARRAGAN,L. , C. RUFENER , C.B. SRIKANT , R.E. DOBBS , W.A. 
SHANON,Jr. , D. BAETENS y R.H. UNGER. Horm. Metab. Res. _9 : 37,1977.
MURLIN, J.R. , H.D. CLOUGH , C.B.F. GIBBS y A.M. STOKES. J. Biol.
Chem. 56 ; 253, 1923.
NOE, B.D., C.A. BASTE y G.E. BAUER. J. Cell. Biol. 74 : 589, 1977.
NOE, B.D. En : " Glucagdn : Its role in physiology and clinical me­
dicine " ( P.P.Foa, J.S.Bajaj y N.L. Foà, eds. ). Springer- Verlag,
New York, pp 3i , 1977.
NOE, B.D. y G.E. BAUER. Endocrinology æ  : 642, 1971.
NOE, B.D. y G.E. BAUER. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 142 : 210, 1973.
NOE, B.D. y G.E. BAUER. Endocrinology ^  : 868, 1^ 75.
NOE, B.D. , G.E. BAUER , M.W. STEFFES , D.E.R. SUTHERLAND y J.S. 
NAJARIAN. Horm. Metab. Res. J. :314, 1975.
NONAKA, K. , H. TOYOSHIMA , T. YOSHIDA , T. MATSUYAMA , S. TARUI y 
M. NISHIKAWA. En : "Glucagdn : Its role in physiology and clinical 
medicine " ( P.'^ .Foa, J.S.Bâjaj y N.L.Foà, eds. }. Springer Verlag,
New York, pp 663, 1977.
NOTTEY, J.J. y G. ROSSELIN. C.R.Acad.Soi. ( Paris } 213 : 2118, 1971.
O^CONNOR, K.J. , A. GAY y N.R. LAZARUS. Biochem J. 1 ^  : 473, 1973.
OTONNOR, K.J. y N.R. LAZARUS. Diabetologia IQ : 381, 1974.
0 C^ONNOR, K.J. y N.R. LAZARUS. Biochem. J. 3 ^  ; 279, 1976.
OPPENHEIMER, J.H. , H.L.SCHWARTZ , W. DILLMAN y M.I. SURKS. Biochem. 
Biophys. Res. Com. ^  : 544, 1973.
ORCI, L. , D. BAETENS , M. RAVAZZOLA , F. MALAISSE - LAGAE , M. AMHERDT 
y C. RUFENER. En : " Endocrine gut and.pancreas " ( F. Fujita, ed. }
Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam, pp 73, 1976.
ORCI, L. ,MALAISSE - LAGAE, M. AMHERDT , M. RAVAZZOLA , A. WEISSWAN- 
GE , R.E. DOBBS , A. PERRELFT y R.H. UNGER. J. Clin. Endocrinol. Me­
tab. 41 : 841 , 1975.
ORCI, L. , F. MALAISSE - LAGAE , M. RAVAZZOLA , C. ROUILLER , A.E.
RENOLD , A. PERRELET y R.H. UNGER. J. Clin. Invest. 56 : 1066, 1975.
ORCI, L. , R.H. UNGER y A.E. RENOLD. Experientia 29 : 1015, 1973.
OSTENSON, C.G. , A. ANDERSSON , S.E. BROLIN , B. PETTERSSON y C.
HELLERSTROM. En ; " Glucagdn : Its role in physiology and clinical
medicine " ( P.P.Foa, J.S.Bajaj y N.L.Foa , eds. ), Springer Verlag, 
New York, pp 243, 1977.
PAGLIARA, A.S. , S.N. STILLINGS , M.W. RAYMOND , R.A. HOVER y F.M.
MATSCHINSKY. J. Clin. Invest. 55 : 244, 197 5
PANSKY,B., E.L. HOUSE y L.A.CONE. Diabetes , 10 : 325, 1965.
PARK, C.R. y J.H. EXTON. En: " Glucagdnrmolecular physialony,clinical 
and therapeutic implications". ( P.Lefebvre y R.H.Unger, eds. ). Per­
gamon Press, Oxford, pp 77, 1972.
PARRILLA, R. , J. GOMEZ-ACEBO y J.L.R.CANDELA. J. IJltrastr. Res. 26:
1, 1969.
PEARSE, A.G.E. Vet. Rec. 79 : 587, 1966b.
PEARSE, A.G."^ . J. His rchem. Cytochem. 17 : 303, 1969.
PEARSE, A.G.E. En: " Subcellular organization and function in endo­
crine tissues " ( H.Heller y K.Lederis, eds. ). Univ. Press., Cambrid­
ge, pp543, 1971.
PEARSE, A.G.E. , J.M. POLAK y G.M. HEATH. Diabetologla 9 : 120,
1973.
PENHQS, J.C. , J. DAUNAS % M. REITMAN y R, LEVINE. Diabetes 3^ :
740, 1966.
PENHOS, J.C. , M. EZEQUIEL y A. LEPP. Diabetes. 24 : 634, 1975.
PETERSEN, K.G. , P. HEILMEYER y L. KERP. Diabetologia U  : 21 .
1975.
PICTET, R. , W.R. CLARK , W.J. RUTTER y R.H. WILLIAMS. Diabetes 
18 ; Suppl. 1 : 321, 1969.
POFFENBARGER, P.F. , W.C. CHICK , R.L. LAVINE , J.R. SOELDNER y J.H.
FLEWELLING. Diabetes 20 : 677, 1971.
PERL, S.L. y L.R. CHASE. Excerpta Mddica. International Congress 
Series. 256 : 201, 1972.
POLAK, J.M. , I. COULLING , S.R. BLOOM y A.G.E. PEARSE. Scand. J. 
Gastroenterol. _6_ : 739 , 1971b.
RAVAZZOLA, M. , A. SIPERSTEIN , A.J. MOODY, F. SUNDBY , H. JACOBSEN 
y L. ORCI. Endocrinology 105 ; 499, 1979.
RAVAZZOLA, M. , A. SIPERSTEIN , A.J. MOODY , F. SUNDBY y H. JACOBSEN.
Life Science 25 ; 287, 1979.
RAVAZZOLA, M. , A. SIPERSTEIN , A.J. MOODY , F. SUNDBY y H. JACOBSEN.
Endocrinology. 105 ; 499, 1979.
RENOLD, A.E. Diabetes ^  , Suppl. 2 : 619, 1971.
RHOTEN, W.B. Gen Com. Endocrinol. 20 : 474, 1973.
RODBELL, M. , L. BIRNBAUMER , S.L. POHL y F. SUNDBY. Proc. "atl. Acad
Sci. USA. 63 : 909 ,1971d.
RODBELL, M. , H.H.J. KRANS , S.L. POHL y L. BIRNBAUMER. J. Biol. 
Chem. 246 : 1872 , 1971a.
RODBELL, M. y C. LONDON. -Metabolism 25 ( Suppl 1 } : 1347, 1976.
RUBIN, O.S. , J.A. ERLICHMAN y O.M. ROSEN. J. Biol. Chem. 2 ^  :
36 , 1972.
RUBIN, C.S. y O.M. ROSEN. Ann. Rev. Biochem. 831 , 1975.
SAGGERSON, E.D. , S.R. SOORANNA y R.D. HARPER. Biochem. Soc. Trans.
5 : 900 , 1977.
SAKATA, K. , S. HAYANO y H.A. SLOUITER. Am. J. Physiol. 204 : 1127, 
1963.
SAMUELS, H.H. , J.S. TSAI y R. CINTRON. Science 181 : 1253 , 1973.
SHIBASAKI, S. y T. ITO. Arch. Histol. Jap. 31 : 119 , 1969.
SHIMAZU, T, y A. AMAKAVi/A. Biochem Biophys. Acte . 165 ; 335, 1968.
SILVERMAN, H. y J.C. DUNBAR. Bull. Sinai Hosp., Detroit. ^  : 192,
1974.
SMITH, P.H. Gen. Comp. Endocrinol. ^  : 310 , 1975.
SOLCIA, E. , G. VASALLO y C. CAPELLA. En : "Origin, chemistry, phy­
siology and pathophysiology of the gastrointestinal hormones " ( W. 
Crentzfeldt, ed. ), Schattauer, Stuttgart, pp 3 , 1970.
SOMAN, V. y P. FELIG. Clin. Res. 25 : 401A, 19 75
STARKEY, R.H. , S. COHEN y D.N. ORTH. Science l æ  : 800, 1975.
STAUB, A. , L. SINN y O.K. BEHRENS. Science m  : 628 , 1953.
STAUB, A. , L. SINN y O.K. BEHRENS. J. Biol. Chem. 23^ : 619, 1955.
SUNDLER, F. , J. ALUMETS , J. HOLST , L.I. LARRSON y R. HAKANSON. 
Histochemistry 50 : 33, 1976.
SUNDBY, F. , H. JACOBSEN y A.S. MOODY. Horm. M tab. Res. _8 : 366, 
1976.
SUTHERLAND, E.W. y C. De 0IJVE. J. Biol. Chem. 375 : 633, 1948.
SWANN, J.C. y G.G. HAMMES. Biochemistry 8:1, 1969.
TAGER, H.S. y J. MARKESE. J. Biol. Chem.£54 : 2229, 1979.
TAGER, H.S. y D.F. STEINER. Proc. Matl. Acad. Sci. 70 : 2321 ,-
1973.
TAGER, H.S. y D.F. STEINER. Annu. Rev. Biochem. 43 : 509, 1974.
TANIZAWA, Y y H. FUJITA. Arch. Hitol. Jan. 26 : 535 , 1R66.
TATEUCHI, T. , T. TAKEMOTO , T. TANI y T. MIWA. Lancet £ : 920,
1973.
THOMAS, T.B. Anat. Record. 76 : 1, 1940.
TOMBES, A. S. En: "An introduction to in% ertebr^ t^e endocrinology"
New York, Acad. Press, pp 1, 1970.
TRAKATELLIS, S. , K. TADA , K. YAMAJI y P. GARDIKI - KOUIDOU. Biochem 
14 : 1508 , 1975.
T"NG, A.K. Horm. Metab. Res. _5 : 416, 1973.
TUNG, A.K. Can. J. Biochem. ^  : 1081 , 1974.
ThnG, A.K. , S.A. ROSENZWEIG y P.P. FOA. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 
3^ : 344 , 1976.
TMMn, ''.K. y F. ZEREGA. Biochem. Biophys. R s. Commun. 153 : 344,
1976.
UNGERr R.H. En : " Glucagdn, molecular physiology, clinical and 
therapeutic implications " ( P.Lefebvre y R.H.Unger, eds. ], Pergamon
Press, New York, pp 245 , 1972.
UNGER, R.H. En : " Methods in investigative and diagnostic endocri­
nology '* ( S.A.Berson y R.S. Yalow, eds. }. North Holland Publishing 
Co., Amsterdam. Vol. 2B , pp 906 , 1973.
UNGER, R.H. Metabolism. 23 ; 581 , 1974.
UNGER, R.H. Diabetes 25 : 136 , 1976.
UNGER, R.H. , A.M. EISENTRAUT , S. KELLER , H.C. LANZ y L.L. MADISON
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 102 : 621 , 1959.
UNGER, R.H. , H. KETTERER , J. DUPRE y A.M. EISENTRAUT. J. Clin.
Invest, g  : 630 , 1967.
UNGER, R.H. , H. KETTERER y A.M. EISENTRAUT. Metabolism 15 : 865,
1966.
VALVERDE, I. , D. RIGOPOULOU , J. MARCO , G.R. FALOONA y R.H. UNGER.
Diabetes 37 : 614 , 1970.
VASALLO, G. , C. CAPELLA y E. SOLCIA. Z. Zellforsch. 118 ; 49 ,
1971.
VAUGHAN, M. y D. STEINBERG. J. Lip. Res. _4 : 193 , 1963.
VON DENFFER, H. Histochemie. 21 : 338 , 1970.
VRANIC, M. , S. PEK y R. KAWAMORI. Diabetes ^  : 905 , 1974.
VRANIC, M. , C. YIP , K. DOI , L. LICKLEY , S. MORITA y G. ROSS.
En : " Glucagdn : Its role in physiology and clinical medicine "
( P.P.Foa, J.S.Bajaj y N.L.Foa, eds. ). Springer Verlag, New York. 
pp403, 1977.
WADDELL, W.R. , W.R. COPPINGER y R.W. LOUGHRY. Ann. Surg. 3^ : 641, 
1968.
WALSH, D.A. , J.P. PERKINS y F.G. KREBS. J. Biol. Chem. 24Q :
3763 , 1968.
WALTON, G.M. y G.N. GILL.- Biochemistry ^  : 2604 , 1973.
WEIR, G.C. , S.S. KNOV^ LTON , R.F. ATKINS , K. Me KFNNAN y D.B. MARTIN. 
Diabetes 25 : 275 , 1976.
WELLMANN, K.F. , B.W. VOLK y P. BRANCATO. Lab. Invest. 25 : 97,
1971.
WERNER, P.L. y J.P. PALMER. Diabetes 27 : 1005 , 1978.
WILLIAMSON, D.H. En : " Diabetes " ( W.J.Malaisse y J.Pirart, eds. ) 
Elsevier, New York , pp 271 , 1974.
WILLIAMSON, J.R. , E.T. BROWNING , R.G. THURMAN y R. SCHOLTZ. J. Biol. 
Chem. 244 : 5055 , 1969.
WRIGHT, M. , T. MAKULU y D. POSEY. Diabetes 17 : 513 , 1968.
WUNCH, E. , E. JAEGER y R. SCHARF. Chem. Bar. im : 3664 , 1968.
YANAIMARA, N. , C. YANAIMARA , zT. NISHIDA. , T. HIRAIWA. , T. KANETO 
y K. IMAGAWA. Second International Symposium on hormonal receptors in 
digestive tract physiology. Montpellier, Francia. Mayo 3-5, 1979.
YAfMMOTO, K.R. y B.M. ALBERTS. Ann. Rev. Biochem. 45 : 721 ,1976.
